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1. Einleitung und Zielsetzung
Alle Blutgefäße des Kreislaufsystems sind auf ihrer Innenseite von vaskulärem 
Endothel ausgekleidet. Dieses seit den grundlegenden Untersuchungen der 
Anatomen Henle66 (1841), Kölliker78 (1855), Frey50 (1859), Langer87 (1865) und 
His69 (1865) bekannte Gewebe wurde zunächst lange Zeit nur als eine 
cellophanähnliche Deckschicht ohne ausgeprägte Eigenaktivität angesehen, weil 
es bei alleiniger lichtmikroskopischer Untersuchung nur wenig strukturiert 
erscheint. Auch nach stärkerer Nutzung elektronenmikroskopischer Verfahren 
ab etwa 1950 änderte sich diese Sicht nicht wesentlich, obgleich es durch 
Einsatz spezieller Kontrastierungs- und Schneideverfahren gelang, nun viele 
ultrastrukturelle Details vaskulärer Endothelzellen herauszuarbeiten, die – wie 
zum Beispiel das weitverzweigte rauhe endoplasmatische Retikulum der 
typischen Endothelzelle – auf eine erhebliche Stoffwechselaktivität hinweisen. 
Außerdem stechen auch morphologische Verschiedenheiten des Endothels in 
den Endstrombahnen der einzelnen Organe ins Auge, die unterschiedliche 
Kapillarformen bedingen. Darauf fußend wurden verschiedene 
Klassifizierungsschemata für die entsprechenden Mikrogefäße entwickelt15,56,64. 
Aber auch das Endothel der Arteriolen, die das Blut in ihre jeweils zugeordneten
Abb. 1: Ausschnitt  aus  einem mikrovaskulären  Gefäßnetz162.
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Kapillarnetze leiten, unterscheidet sich schon in rein histologischer Sicht vom
kapillären Endothel, und dieses wiederum vom Endothel der nachgeschalteten, 
das Blut aus den Kapillarnetzen abführenden Venulen84,130,134,147. 
Gegenüber Endothelzellen mikrovaskulären Ursprungs zeichnen sich 
Endothelzellen aus größeren Blutgefäßen (Arterien und Venen) durchweg durch 
hohe Konzentrationen eines sehr charakteristischen Organellums, sogenannte 
„Weibel-Palade-Körperchen“ aus, die sonst nur noch in den Blutplättchen 
vorkommen30,36,84,168. Im Gegensatz zu den Endothelgeweben mancher 
Kapillararten sind die Interzellularspalten der Endothelauskleidung großer 
Blutgefäße (Arterien und Venen) durchweg durch einen hohen 
Organisationsgrad ihrer junktionalen Komplexe charakterisiert.
Zusammenfassend zu diesem kurzen, rein histologischen Exkurs soll also die 
Möglichkeit angedeutet werden, daß es sich beim vaskulären Endothel in seiner 
Gesamtheit weniger um ein einzelnes Gewebe, als vielmehr um ein aus 
verschiedenen Endothelgeweben bestehendes Organ handeln könnte. Um den 
anatomischen Begriff „Organ“ vollkommen auszufüllen, wäre allerdings auch 
noch der Nachweis spezifischer Funktionen in den Endothelzellgeweben der 
verschiedenen Kreislaufprovinzen vonnöten, die alle einer übergeordneten 
Aufgabe dienen: in diesem Fall dieser, ein idealer, das Blut ubiquitär im Körper 
verteilender, Thrombosen ständig vorbeugender und die Durchblutung auch 
aktiv mitregelnder Behälter zu sein. Außerdem sollte ein in zahllose 
Kapillarprovinzen ausgedehnter, bis an die Körperoberfläche ausgebreiteter und 
daher nicht nur extrem verletzungs-, sondern auch infektionsgefährdeter „idealer 
Blutbehälter“ auch über immunologische Abwehrmöglichkeiten verfügen, 
beziehungsweise diese rekrutieren können. Man erkennt schon jetzt, wie wichtig 
eine weitere Untersuchung   der   einzelnen Endothelspezifitäten   auch  in 
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medizinischer Hinsicht wäre. Allerdings sind Untersuchungen zur Aufklärung 
solcher Funktionen in situ kaum oder nur sehr schwer durchzuführen.
Im Jahre 197372 wurde zum ersten Mal beschrieben, wie sich menschliche
vaskuläre Endothelzellen aus einem langen, unverzweigten Gefäß (V.
umbilicalis) auf relativ einfache Weise isolieren und anschließend in komplex 
zusammengesetzten Kulturmedien züchten lassen. Seither wurden 
Endothelzellen auch aus anderen, vorwiegend großen Blutgefäßen in 
Gewebekultur gebracht47,48,103,139. Nun kann unter definierten in vitro –
Bedingungen im Prinzip tatsächlich untersucht werden, was sich bisher nur von 
einigen weitsichtigen Forschern in funktioneller Hinsicht spekulieren ließ. 
Aufgrund vieler Studien ergab sich mittlerweile, daß der in mikroskopischer 
Hinsicht eher durch eine monotone Ultrastruktur gekennzeichnete
Endothelzelltypus – unabhängig von seiner speziellen vaskulären Lokalisation –
in biochemischer Hinsicht stets überraschend komplex ausgestattet ist. Eine 
große Palette von membrangebundenen Enzymen, Transportern und Rezeptoren 
machen alle vaskulären Endothelgewebe zu leistungsfähigen biochemischen 
Grenzflächenkatalysatoren, die einen großen Einfluß auf die Zusammensetzung 
des Blutes nehmen74. Außerdem verfügt das Endothel auch über einen lebhaften 
intrazellulären Stoffwechsel, der durch hauptsächlich glykolytisch bereitgestellte 
Energie angefeuert wird31. Besonderes Gewicht erhalten diese Gegebenheiten in 
den mikrovaskulären, vor allem den kapillären und venulären Gefäßprovinzen. 
Dort steigt der Quotient aus Endotheloberfläche und Blutvolumen auf 
Spitzenwerte um 5000 cm-1 an: jeder Milliliter (in hunderten solcher 
Mikrogefäße) vorhandenen Blutes steht also mit einer endothelialen
Katalysatorfläche von 5000 cm2 in engstem Kontakt114.
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Abb. 2 verdeutlicht noch einige weitere 
interessante Details       zu den 
geometrischen   Gegebenheiten  in  den 
verschiedenen Blutgefäßprovinzen. 
Auf der Grundlage inzwischen  weit 
fortgeschrittener Zellisolierungs- und 
Kultivierungsmethoden auch für Zellen 
aus der Mikrozirkulation, sensitiver 
gewordener biochemischer Analytik, 
und hochspezifischer immunologischer 
Färbeverfahren lassen sich mittlerweile 
einige Belege dafür finden, daß das  En-
dothel  in  seinen verschiedenen  Gefäß-
provinzen alle Aufgaben wahrnimmt, die es in seiner Gesamtheit tatsächlich zu 
einem idealen Behälter für das Blut machen (siehe oben).
Alle Endothelgewebe des Körpers haben zunächst einmal einen gemeinsamen 
funktionellen Nenner: ihre vielschichtig ausgeprägte, durch aktive 
Stoffwechselleistungen kontinuierlich aufrechterhaltene Antithrombogenität. Sie 
sichert auf aktiv betriebene und komplex angelegte Weise die elementarste 
Anforderung an den oben erwähnten „idealen Blutbehälter des Körpers“: 
nämlich das Blut flüssig und damit überhaupt immer wieder verteilungsfähig zu 
machen und zu halten.
Wie Abb. 3 zeigt, spielt sich die endotheliale Antithrombogenität auf drei 
Funktionsebenen ab59,163. „Antiaggregatorische“, also Plättchen-hemmende
Endothelaktivitäten betreffen die ständige Synthese und Abgabe von Adenosin,
Prostazyklin    PGI2 und Stickstoffmonoxid. „Antikoagulatorische“,  also 
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Abb. 2: Gesamtoberfläche, -volumen und 
             -querschnitt    in    verschiedenen 
             Gefäßprovinzen   des   Kreislauf-
             systems 56.
gerinnungshemmende Endothelfunktionen fußen auf der ständigen Freisetzung 
von Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI), der Bindung und Aufnahme aktiver 
Gerinnungsfaktoren aus dem Plasma über Heparin/Antithrombin III – Komplexe 
in die Endothelzellen, und der Aktivierung von Protein C, das die aktivierten 
Gerinnungsfaktoren Va und VIIIa proteolytisch inaktiviert. Schließlich verfügt 
das Endothel über stimulierbare Synthese von Plasminogenaktivator vom 




Abb. 3: Schematische  Darstellung  antithromogener  Endothelfunktionen  auf  drei 
Wirkebenen  (Das  Schema wurde der  Dissertationsschrift meines Kollegen Martin 
Thallmair 155 entnommen).
Auch die strikte und gegen die herrschenden Scherkräfte an der
Endotheloberfläche ständig aktiv zu behauptende Geschlossenheit des vaskulären 
Endothelverbandes ist noch als eine wesentliche Komponente der
Antithrombogenität jeder gesunden Gefäßwand anzuführen: denn in 
unmittelbarer Nachbarschaft zum Blutstrom – häufig in den Kapillarbereichen 
nur durch das hauchdünne Endothel vom Intravasalraum abgetrennt – sind stark
prothrombogene Strukturen angeordnet45, die im Falle einer Verletzung die 
lebenswichtige Aufgabe besitzen, möglichst rasch die Hämostase herbeizuführen. 
Neben Strukturproteinen wie den verschiedenen Kollagenarten, dem Fibronektin
und dem von Willebrand Protein als Aktivatoren und Bindungspartner der 
Plättchen kommt im Zusammenhang mit der Hämostaseinduktion vor allem dem 
Gewebefaktor123 eine entscheidende Rolle zu. Alle physiologisch und klinisch 
relevanten Koagulationsprozesse werden heutzutage auf den Kontakt des Blutes 
mit diesem biochemisch und molekularbiologisch gut charakterisierten 
Membranprotein zurückgeführt, das rasch zur Bildung von Thrombin führt und 
damit nicht nur eine schnelle und kräftige Aktivierung der Plättchen bedingt, 
sondern auch die Formung stabiler Fibrinkoagel81. Einige Ergebnisse weisen 
darauf hin, daß Gewebefaktor in besonders hoher Konzentration auf den
mikrovaskulären Perizyten exprimiert wird, die sich den in jedem Organgefüge
ubiquitär verbreiteten Kapillaren und Venulen auf ihrer adventitiellen Oberfläche 
anschmiegen21,114 (vgl. auch Abb. 7).
Weitere im Rahmen seiner Blutbehälterfunktion wichtige Funktionen entfaltet 
das vaskuläre Endothel physiologischerweise aber nur in ganz bestimmten 
Abschnitten der Mikrozirkulation. Zum Beispiel spielt das Endothel der Arterien, 
ganz besonders der Arteriolen eine wesentliche Rolle an der Blutfluß- und damit 
Blutdruckregulation. So wird die vasodilatierende Wirkung einer ganzen Reihe
intravaskulär unter verschiedenen Bedingungen gebildeter oder anfallender 
Substanzen durch   endotheliale    Synthese  und  basale   Freisetzung  von 
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Stickstoffmonoxid vermittelt. Oft wirken dieselben Substanzen bei adventitieller
Applikation – dann über glattmuskuläre Rezeptoren und Signaltransduktions-
systeme vermittelt – jedoch als Konstriktoren: ein Effekt, der früher in der 
Pharmakologie als „paradoxe Wirkung“ bestimmter vasoaktiver Substanzen –
wie zum Beispiel von Acetylcholin – diskutiert wurde53,54,125. Außerdem können
arterioläre und wohl auch kapilläre Endothelzellen über elektrische Synapsen
(gap junctions) Potentiale an Nachbarzellen vermitteln, über analoge 
„myoendotheliale Zellverbindungen“ ebenfalls auf elektrotonischem Wege 
sogar auch an die benachbarte Arteriolenmuskulatur14,43,68,141,145,147,164. Immer 
stärker ergibt sich beim Lesen entsprechender Fachliteratur der Eindruck, daß
im wahrsten Sinne des Wortes in den Organen ein „mikrovaskuläres Internet“
existiert, das unter entscheidender Beteiligung des vaskulären Endothels einer 
ständigen und sofortigen Feineinstellung der Organdurchblutung dient, 
möglicherweise aber auch noch der Regulation anderer vaskulärer Funktionen. 
Neben einer immer deutlicher werdenden Involvierung in die eben erwähnte
Blutflußregulation, hat das kapilläre Endothel in seinen verschiedenen 
Organprovinzen vor allem die zentrale Funktion, den Stoffaustausch zwischen 
dem Intra- und Extravasalraum zu steuern und auf diese Weise die Ausbildung 
ganz spezieller interstitieller Milieus in den Parenchymgeweben – zum Beispiel 
in der Wand größerer Blutgefäße – zu ermöglichen. Auch hier hat sich längst 
erwiesen, daß die entsprechend spezialisierten Endothelgewebe alles andere sind 
als passive Diffusionsbarrieren. Vielmehr wird der Stoffaustausch – wie Abb. 4 
und 5 stark vereinfacht zeigen – auf mehreren möglichen Routen durch die 
jeweilige endotheliale Gewebearchitektur vorgegeben und, wie ebenfalls immer 
deutlicher wird, über bestimmte Transportmechanismen fein reguliert. In den 
kontinuierlichen, extrem dichten Kapillaren fast aller Teile des Gehirns gibt es 
jedoch kaum parazelluläre oder vesikuläre Transportwege (vgl. Abb. 4 und 5). 
So kann – um ein Beispiel zu nennen – Glukose nur  dann vom  Blut ins  Gehirn 
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gelangen, wenn das Endothel der Hirnkapillaren auf seiner apikalen und basalen 
Oberfläche spezielle Membrantransporter (vom Typ Glut-1) zur Verfügung 
stellt19.
Versucht man, auch dem venulären Endothel (venula = lat. Verkleinerungsform 
von „Vena“) in aller Knappheit herausragende physiologische Spezialfunktionen 
zuzuordnen, stößt man auf seine im wahrsten Sinne des Wortes richtungs-
weisende Beteiligung bei der Rekrutierung der Immunabwehr. Diese realisiert 
sich auf zwei sehr unterschiedlichen funktionellen Ebenen: zum einen ist 
speziell das venuläre Endothel durch eine auffällige Kontraktilität gekenn-
zeichnet62, zum  anderen zeichnet sich venuläres Endothel vor allem auch 
dadurch aus, daß es – durch den Kontakt mit Entzündungsmediatoren, wie zum 
Beispiel PAF, induziert – zur schrittweisen Entfaltung vieler heute genau dif-
ferenzierbarer Leukozyten-adhäsionsproteine befähigt ist (vgl. Abb. 6)
3,91,92,105,120,121,122,138,143,148,149,154.
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Abb. 4: Wege der Stoffpassage  durch Gefäßendo-
             thel56.   Nicht    im    Schema    dargestellt 
             sind  Membrantransporter, die  in kontinu-
             ierlichen   Kapillaren  (siehe  Abb. 5)  die 
             hauptsächlichen  transendothelialen Stoff-
             austauschrouten darstellen.
Abb. 5: Verschiedene Kapillartypen56.
                                                                                             Abb. 6: 
                                                                                             Das 4-Stufen-Modell der Re-
                                                                                             krutierung   von  Leukozyten, 
                                                                                             dargestellt  für  die  Rekrutie-
                                                                                             rung   neutrophiler   Granulo-
                                                                                             zyten105.   Im   Verlauf    hier    
                                                                                             nur      angedeuteter      Inter-
                                                                                             aktionen   spezifischer  endo- 
                                                                                             thelialer    und   leukozytärer 
                                                                                             Membranstrukturen wird ein
immer intensiver werdender Kontakt zwischen den beteiligten Zellarten hergestellt. Im
Endeffekt  wird  so  die  Emigration  der  Leukozyten  durch die  aktiv geöffneten Zell-
spalten des venulären Endothels ermöglicht.
Vor dem Hintergrund dieser neueren funktionellen Erkenntnisse erscheint es 
erstaunlich, daß in der Literatur heute immer noch fast ausschließlich von „dem
Endothel“ oder „dem Endothelgewebe“ gesprochen wird und funktionell 
ausgerichtete, oft auf spezielle Strombahnen (überwiegend arterielle und
arterioläre) zielende Aussagen fast ausschließlich auf experimentellen 
Untersuchungen basieren, die vorwiegend in Kulturen von Zellen aus der V.
umbilicalis durchgeführt werden und die deshalb nicht unbedingt zuverlässige 
Aussagen über typische arterielle oder arterioläre Endothelfunktionen machen 
können. Dies hat sicherlich zunächst einmal methodische Gründe, weil sich
Nabelschnurvenenendothel relativ einfach isolieren und züchten läßt. Ein wenig 
besteht in der Literatur aber auch die Tendenz, unangenehme (weil mit ungleich 
höheren experimentellen Anforderungen verbundene) Sachverhalte zu 
verdrängen. So besteht möglicherweise die Gefahr, daß durch Bevorzugung der 
Untersuchungen von Endothelzellen makrovaskulärer Herkunft wichtige 
funktionelle Aspekte der Mikrozirkulation verloren gehen, vor allem was die 
Spezialisierung und die daran erwachsende Kooperativität der verschiedenen 
Gefäßsegmente anbelangt. Überblickt man die entsprechende Fachliteratur, wird 
bisher tatsächlich nur sehr wenig diskutiert und im Rahmen physiologischer und 
pathophysiologischer Funktionsmodelle in Erwägung gezogen, daß es ein 









Schematische  Darstellung architektonischer 
Zusammenhänge  im Bereich der Endstrom-
bahnen    des   Koronarsystems   des   Meer-
schweinchens. 
a) Kleinste funktionelle Einheit des Koronar-
systems:  Eine  zuführende  Endarteriole  mit 
zugehörigen   Kapillarnetzen   und  einer  ab-
leitenden Venule. 
Das  vergrößerte  Rahmenbild  zeigt  für  ein 
markiertes  Mikrogefäßareal  die adventitiell   
angelagerten   Perizyten,  die  in  der  Mikro-
vaskulatur des  Herzens besonders  zahlreich
sind  (P = Perizyten,   SMC = glatte  Muskel-
zellen).
b) Dreidimensionale  Darstellung   mehrerer 
kleinster  Funktionseinheiten   mit  ihrer An-
bindung    an   zwei    größere    Zuführungs-
arterien  und  eine  Ableitungsvene  zur Ver-
deutlichung   der   bizarren,   Ingwerknollen-




Funktionskomplexe der Endstrombahnen geben könnte.
Hält man sich aber vor Augen, daß die Mikrozirkulationssysteme der Organe 
nicht ausschließlich – wie es viele schematischen Darstellungen in Büchern und 
Zeitschriften zunächst nahelegen (vgl. Abb. 7a) – zweidimensional aufgebaut, 
sondern in überaus zahlreichen Ebenen einander dreidimensional zugeordnet 
sind (vgl. Abb. 7b und die Abbildungsfolge im Dikussionskapitel 4.5.), so wird 
sofort deutlich, daß räumlich bedingte sofortige Kooperationsmöglichkeiten 
zwischen den verschiedenen Gefäßtypen möglich sind, in denen dann gerade 
auch die bisher vergleichsweise wenig erforschten Venulen wichtige Rollen 
spielen. Wird zum Beispiel das hochspezialisierte, kontraktile Endothel einer
Venule im Verlauf einer Infektion durch Freisetzungsprodukte eingedrungener 
Bakterien aktiviert, kommt es zur Öffnung seiner Zellspalten und es resultiert –
wie man von Beobachtungen blutperfundierter Endstrombahnen her schon 
sicher weiß – sofort ein entzündliches Ödem. Dabei eingeschwemmte 
Gerinnungsfaktoren könnten nun an der Oberfläche der Perizyten auf den 
umliegenden Kapillaren aktiviert werden und einen Gerinnungsprozeß
induzieren, der schließlich den Endzündungsherd (vor allem durch venuläre
Mikrothrombosen) vom übrigen Kreislauf abklemmt. Tatsächlich ist den 
Pathologen schon lange bekannt, daß das Zentrum eines akuten 
Entzündungsherdes fast immer von der Durchblutung ausgenommen ist (in den 
verfügbaren Lehrbüchern findet sich aber dafür nie eine Erklärung).
Normalerweise auf den Intravasalraum beschränkte, gefäßaktive und bei
intraluminaler Applikation durch Vermittlung des Gefäßendothels 
vasodilatierende Substanzen könnten in dieser Situation nun vom Interstitium
her an den umliegenden Arteriolen gefäßkonstriktiv wirken. Solche Prozesse 
würden dann auch durch Freisetzungsprodukte der durch das venuläre Endothel
rekrutierten und in der Folge emigrierenden Leukozyten noch verstärkt. 
Außerdem würde sich auch der in ödematösem Gewebe hohe interstitielle Druck 
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stark durchblutungsmindernd auswirken. In die weitere Umgebung dieses 
Gewebebezirkes diffundierende Metabolite aus dem im Herdbereich nekrotisch
werdenden Gewebe, wie zum Beispiel hochkonzentriertes Adenosin oder
Kaliumionen, könnten zu der ebenfalls in der Medizin schon lange bekannten
Hyperämie, beziehungsweise dem Schmerz in der Randzone um einen 
Entzündungsherd führen.
Immer mehr Bedeutung wird den venulären Endothelzellen neuerdings auch im 
Rahmen der hämatogenen Metastasierung bestimmter Tumoren beigemessen. 
Dabei müssen die Tumorzellen zunächst in die Blutbahn einbrechen 
(Invasionsphase) – bei Sarkomen, follikulären Schilddrüsen- und 
Nierenzellkarzinomen meist durch direkte Arrosion von Gefäßwänden, bei 
anderen hämatogen metastasierenden Tumoren häufig jedoch auch über den
lymphogenen Weg137. Einzelne maligne Zellen werden im Blut meist innerhalb 
von 24 Stunden zerstört. Verklumpen jedoch mehrere Tumorzellen miteinander 
und umgeben sie sich mit einem schützenden Fibrinmantel, so können sie als
Tumoremboli in der Blutbahn verschleppt werden und bleiben meist in
präkapillären Arteriolen stecken (Embolisierungsphase). Wandern nun einzelne 
Tumorzellen aus einem Tumorembolus aus, so können sie in das postkapilläre 
Venulenbett gelangen. Die malignen Zellen könnten nun mit den kontraktilen 
und mit zahlreichen Oberflächenproteinen ausgestatteten venulären
Endothelzellen in Interaktion treten und so eine aktive Öffnung ihrer
interendothelialen Verbindungen veranlassen. Der Weg für die Auswanderung 
aus der Blutbahn wäre dann frei (Implantationsphase). 
Meist in vivo durchgeführte Untersuchungen haben allerdings schon gezeigt,
daß die maligen Zellen in der Regel andere Adhäsionsproteine nutzen als 
auswandernde Leukozyten und daß das bei Leukozyten zur Adhäsion führende 
sogenannte „Rolling“ bei Tumorzellen an der venulären Endotheloberfläche
nicht stattfindet8,156,159.  Neuere  Nachforschungen konnten bisher nicht gekannte 
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Oberflächenantigene des venulären Endothels ausmachen und durch deren 
Blockade die erwartete Inhibition hämatogener Metastasierung erreichen11.
An diesen hier nur stark vereinfacht und noch sehr spekulativ dargestellten 
Prozessen zeichnet sich die Möglichkeit ab, daß besonders auch dem venulären 
Endothel in klinischer Hinsicht außerordentlich großes, eine nähere Erforschung 
herausforderndes Interesse zukommt. Die wichtigste Vorbedingung zur 
vertieften Untersuchung venulärer Funktionen unter reproduzierbaren in vitro
Bedingungen wäre allerdings die selektive Isolierung und Kultivierung dieses 
zunächst einmal schwer zugänglichen Endotheltyps unter Aufrechterhaltung 
seiner charakteristischen Merkmale, damit entsprechende in vitro Studien unter 
reproduzierbaren Bedingungen möglich werden. Dies wurde in der 
Vergangenheit schon mehrfach versucht103,141, die in der Literatur aufge-
fundenen Berichte überzeugen allerdings nicht sehr, da sie sich – wie Computer-
recherchen nahelegen – offenbar von anderen Untersuchern nicht reproduzieren 
ließen. Außerdem läßt sich gegen diese Berichte heutzutage einwenden, daß die 
entsprechenden Zellpräparate in immunologischer und zellbiologischer Hinsicht 
nur ungenügend identifiziert und charakterisiert worden sind. 
Die geschilderten Zusammenhänge weckten in mir das Interesse, gerade diese
venulären Endothelzellen selektiv zu isolieren, in Gewebekultur zu etablieren 
und anschließend mit geeigneten mikroskopischen Methoden in Hinblick auf 
ihre Interaktionen mit Blutzellen – vorwiegend neutrophile Granulozyten und 
Plättchen – zu beobachten. Neutrophile Granulozyten und Thrombozyten lassen 
sich akut durch Entzündungsmediatoren aktivieren und sie kooperieren aufs 
engste in metabolischer Hinsicht9,44,105. Es ist aber noch weitgehend unbekannt, 
wie sie eventuell durch bestimmte Freisetzungsprodukte auch Einfluß auf 
Endothelgewebe    nehmen. Hochinteressant in solchen   Zusammenhängen 
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erschien auch die Frage, ob und wie sich derartige zelluläre und humorale
Interaktionen pharmakologisch beeinflussen lassen.
Als Ausgangsorgan zur selektiven enzymatischen Isolierung von Venulen 
beziehungsweise deren Endothel bot sich im Rahmen meiner geplanten 
Untersuchungen das Meerschweinchenherz an, das am Physiologischen Institut 
der Ludwig-Maximilians-Universität seit langem als isoliert perfundiertes
Versuchspräparat zur Verfügung steht. Im Arbeitskreis von Professor Nees gibt 
es dort außerdem langjährige Erfahrung mit der Isolierung und Züchtung aller 
möglichen Gefäßwandzellen. Aus dieser Arbeitsgruppe erhielt ich auch schon 
vor Beginn meiner Experimente wertvolle Anregungen und Literaturhinweise.
Folgende Zielsetzungen wurden für die vor diesem Hintergrund geplante 
Dissertationsarbeit schließlich formuliert:
1. Entwicklung geeigneter Methoden zur Isolierung venulärer Endothelzellen 
aus Meerschweinchenherzen.
2. Etablierung und Vermehrung dieser Zellen in Reinkultur.
3. Histochemische Identifizierung dieser Zellen.
4. Isolierung reiner Granulozyten aus Meerschweinchenblut zur Durchführung 
der Interaktionsstudien im homologen System.
5. Aufbau videomikrokinematographischer Untersuchungssysteme zur 
Darstellung und Dokumentation kinetischer Zusammenhänge.
6. Untersuchung der Wirkung ausgewählter Flavonoide auf die Interaktion von 
Blutkomponenten mit gezüchtetem venulären Endothel.
7. Versuch der Einbringung der gemachten experimentellen Beobachtungen in 




2. Material und Methoden 
 
2.1. Chemikalien und Verbrauchsmaterial 
 
Die folgenden Chemikalien und Materialien finden sich nach verschiedenen
Verwendungsaspekten geordnet. Die Bezugsfirmen sind jeweils alphabetisch
geordnet. 
 
Isolierung und Reinigung von Endothelzellen und Isolierung von Gefäßen 
- Sterile Kulturschalen 35 mm und 60 mm von Falcon, Becton Dickinson,     
  Lincoln Park, USA; 
- Dispase II, Kollagenase D von Boehringer, Mannheim; 
- Sterile 2 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml Einmalspritzen und Kanülen von Braun,  
  Melsungen; 
- Dulbeccos Modified Eagle Medium, Foetales Kälberserum (FCS), L-Glutamin, 
  Penicillin/Streptomycin von Gibco, Paisley, Schottland; 
- Sterile 15 ml und 50 ml Zentrifugenröhrchen von Greiner, Frickenhausen; 
- Viton- und Silikonschläuche von  Labokron, Sinsheim; 
- Carbogen®(95 % O2, 5 % CO2) von Linde, München; 
- Sterilfilter Millex-GS (Porenweite 0,22 µm) von Millipore S.A., Molsheim,  
  Frankreich; 
- Fragmin® (10.000 I.E./ml) von Pharmacia GmbH, Erlangen; 
- Sephadex® G 75 von Pharmacia, Uppsala, Schweden; 
- Endothelial Cell Basal Medium mit SupplementPack C-39210 (ECGS/H 2ml, 
  FCS 10 ml, hbFGF 0,5 µg/500 µl, HC 500 µg/500 µl, hEGF 0,05 µg/500 µl,   
  Amphotericin B 25 µg/500 µl, Gentamycin 25 mg/250 µl) von PromoCell,   
  Heidelberg; 
- Faltenfilter von Schleicher & Schuell, Dassel; 
- Trypsin (1:250) von Serva, Heidelberg; 
- Kreatin, Hepes (N-[2-Hydroxyethyl]piperazin-N´-[2-ethansulfonsaüre]),  
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Percoll, D(-)Ribose, Rinderalbumin, Sililierungsmittel „Sigmacote“, Taurin,
Trypsin, Trypsininhibitor (1 mg inhibiert 1,7 mg Trypsin) von Sigma, St.  
Louis, USA;
- Rundfilter (Durchmesser 2,3 cm) von Whatman;
- Diverse Flavonoide im eingestellten Gemisch des Medikaments „Venoruton®“
der damaligen Zyma GmbH, München, heute: Novartis Consumer Health SA,
Nyon, Schweiz;
- Meerschweinchen (MS): Full Barrier von Harlan, Borchen;
Arterielle Blutentnahme vom Meerschweinchen und Isolierung von
Granulozyten und Plättchen
- Rompun 2 % von Bayer AG, Leverkusen;
- Adenosindesaminase von Boehringer, Mannheim;
- Natriumcitratlösung 3,13 % von Fresenius AG, Bad Homburg;
- Polyethylenschlauch (∅ 0,58 mm, REF. 800/110/200/100) von Hythe, Kent, 
England;
- Polymorphprep™ von Nycomed Pharma AS, Oslo, Norwegen;
- Ketamin-ratiopharm® 100 O.K. (50 mg/ml) von ratiopharm GmbH & Co, Ulm;
Videomikroskopie
- Flavonoidgemisch „Venoruton®“: siehe oben;
- Kamera-Kontroll-Einheit (Modell MC-1002) von AVT-Horn, Aalen;
- Thermostat von Bühler, Tübingen;
- SVHS Videorecorder (Modell AG-6720A) von Panasonic;
- Formyl-methionyl-leucyl-phenylalanin (FMLP), Thrombin (From Human 
Plasma) von Sigma, St. Louis, USA;
- Monitor (Modell PVM-1442QM) von Sony; 
- Lichtmikroskop (Axiovert 35) von Zeiss, Oberkochen;
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Identifizierung und Charakterisierung von Endothel und Gefäßen
- N,N-Dimethylformamid, Dimethylsulfoxid (DMSO), Echtblausalz B, Fast
Blue BB Salz, Gly-Pro 4 Methoxy-β-Naphtylamid (Prolinpeptid), Naphtol AS-
MX Phosphat von Sigma, St. Louis, USA;
Alle weiteren Chemikalien in p. A.-Qualität von Merck, Darmstadt.
2.2. Lösungen
Die aufgeführten Lösungen sind nach Verwendungsaspekten gegliedert und 
nach ihren Anfangsbuchstaben alphabetisch geordnet.
Isolierung und Reinigung von Endothelzellen und Isolierung von Gefäßen
- Dulbeccos-Medium (DMEM): Dulbeccos Modified Eagle Medium, L-Gluta-
min 2 mM, Penicillin 200 IE/ml, Streptomycin 20 µg/ml, FCS 10 % v/v;
- Earlsalzlösung (ES): NaCl 142 mM; KCl 5,4 mM; NaH2PO4 1 mM; MgSO4
0,8 mM; D-Glucose 5,5 mM in bidestilliertem H2O; eingestellt auf pH 7,4;
- Endothelial Cell Purification Solution I (ECPS I): Wirkstoff zur Entfernung  
nichtendothelialer Zellen, von Prof. Nees zur Verfügung gestellt (Herstellung 
beschrieben in 2.3.2.), angesetzt in PCmin; 
- Hepes gepufferte ES-Lösung (HES): ES mit Zusatz von Hepes 25 mM;
- Krebs-Ringer-Spezial-Lösung (KRS): NaCl 127 mM; KCl 4,6 mM; MgSO4
1,1 mM; KH2PO4 1,2 mM; Glucose 8,3 mM; NaHCO3 24,8 mM; Pyruvat 
2 mM; Kreatin 10 mM; Taurin 20 mM; Ribose 5 mM; Asparaginsäure 2     
mM; L-Glutamin 2 mM; L-Arginin 1 mM und Harnsäure 0,05 mM in bi-
destilliertem H2O;
- Kalziumhaltige Krebs-Ringer-Spezial-Lösung (KRSCa): KRS mit 2,5 mM 
CaCl2;
- Percoll-Stammlösung (90 %-ige Percolllösung): 18 Volumenteile Percoll, 
1Teil Earlsalz(20x)-Konzentrat (NaCl 2,33 M; KCl 108 mM; NaH2PO4 20  
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mM; MgSO4 16 mM; D-Glucose 110 mM; bidestilliertes H2O als Lösungs-
mittel, keine pH-Einstellung), 1 Teil Hepes (20x)-Konzentrat (Hepes 500 mM; 
Rinderalbumin 2 % w/v; bidestilliertes H2O als Lösungsmittel; Einstellung des
pH-Wertes auf 7,2);
- Weitere Percoll-Verdünnungen (73 %, 60 %, 52 %, 40 %, 30 %, 22,25 %, 20 
%) wurden aus der Percoll-Stammlösung durch Zugabe von HES hergestellt;
- Phosphat gepufferte physiologische Kochsalzlösung (PBS): NaCl 7,7 g/l, 
NaH2PO4 0,7 g/l, eingestellt auf pH 7,4;
- PromoCell-Vollmedium (PC): Endothelial Cell Basal Medium, 
SupplementPack C-39210, FCS 10 % v/v, Penicillin/Streptomycin 2% v/v;
- PromoCell-Minimalmedium (PCmin): PC ohne FCS und ECGS/H; 
- Proteaselösung I: Kollagenase D 1,0 mg/ml; Dispase II 1,5 mg/ml; Trypsin 0,8 
mg/ml und Rinderalbumin 1,5 mg/ml in KRS. Die in 2 ml KRS gelöste Kolla-
genase wurde durch Säulenchromatographie und KRS als Elutionspuffer 
vorgereinigt: Durchmesser 26 mm, 14 cm Säulenbett aus Sephadex® G 75. 
Nach einem Vorlauf von 14 ml wurden die nächsten 17 ml Eluat gesammelt. 
- Proteaselösung II: Kollagenase D 1,0 mg/ml (Vorreinigung analog zu
Proteaselösung I); Trypsin 0,8 mg/ml; Rinderalbumin 0,75 mg/ml; Flavonoide
100 µM und ASS 100 µM in KRS.
- Trypsin/EDTA: Trypsin 0,5 mg/ml und EDTA 0,2 mg/ml in PBS;
- Trypsininhibitorlösung: 0,08 mg/ml Trypsininhibitor und 0,37 mg/ml CaCl2 in 
DMEM gelöst;
Arterielle Blutentnahme vom Meerschweinchen und Videomikroskopie
- ASS-Lösung: Acetylsalicylsäure 10 mM in ES;
- EDTA-Lösung: Äthylendiamintetraessigsäure 50 mg/ml in PBS;
2.3. Methoden
2.3.1. Enzymatische Dissoziation von Myokardgewebe und Anreicherung 
von venulären Endothelzellen aus Meerschweinchenherzen
Verwendet wurden 250-900 Gramm schwere MS entweder sofort im Anschluß
an die arterielle Blutentnahme oder nachdem sie durch Nackenschlag getötet 
worden waren. Nach Eröffnung von Abdomen und Thorax wurde der 
Herzbeutel abpräpariert und eine sterile Kanüle durch einen kleinen Einschnitt 
bis kurz vor die Abgänge der Koronararterien in die Aorta eingeführt und dort 
mit einem Faden fixiert. Nun konnte das Herz exzidiert und mit dem bereits 
durchströmten Auslaß des Durchlauferwärmers (A) verbunden werden (vgl. 
Abb. 24, die auch weitere Details dieser Methodik illustriert). Der Truncus 
Pulmonalis wurde eröffnet. Das Koronarsystem wurde von nun an unter 
gleichbleibend hohem Druck (160 mbar) mit unterschiedlichen Lösungen
perfundiert: 5 min lang mit KRSCa, dann mit KRS. Nach dem Sistieren der 
Herzaktion wurden die Lungenvenen möglichst distal ligiert, um auch bei später 
unter der Einwirkung der Proteasen undicht werdenden Aorten- und
Mitralklappen eine dauerhafte Koronarperfusion zu gewährleisten. Gleich 
danach wurde das kontinuierlich weiterperfundierte Herz in ein mit 30 %-iger 
Percoll-Verdünnung (gleiche Dichte wie Ventrikelmyokard) gefülltes 50 ml 
Zentrifugenröhrchen (C) überführt. Nach 15 sekündiger Perfusion mit
Proteaselösung I wurde Schlauchklemme (I) geschlossen und die peristaltischen 
Pumpe (E) angeschaltet, so daß die Enzymlösung das vorher schon weit 
aufgedehnte Koronarsystem mit 1 ml/min unter gleichem Perfusionsdruck
weiter durchströmte. 
Nach 40 min Enzymperfusion wurde das Herz aus dem Falconröhrchen (C) 
entnommen, rasch auf eine sterile Teflonplatte überführt, dort von der Kanüle, 
größeren Gefäßen und Bindegewebe befreit und schließlich mit einer sterilen 
Rasierklinge zerstückelt. Eine vollständige enzymatische Dissoziation der schon 
sehr  weich  gewordenen  Gewebebröckchen  wurde  innerhalb  einer  Stunde im 
19
20
Trichter (D) mit 42 ml frischer Proteaselösung I erreicht, aufsteigende und im 
engen Unterteil des Trichters beim Hochsteigen geringe Scherkräfte ausübende
Carbogenblasen förderten diesen Prozeß. Nach Filtration der Suspension durch 
ein Nylonnetz (Porenweite 200 µm) wurde das Filtrat mit einem Fluß von ca. 50 
ml/min einmal durch eine Kanüle (G 20, 0,90 x 70 mm) passagiert, um speziell 
die Venulen vollständig in ihre zellulären Komponenten zu zerlegen.
Nun wurde das Zellgemisch in einem 50 ml Zentifugenröhrchen mit 9 ml einer 
90 %-igen Percoll-Verdünnung unterschichtet und 10 min bei 395 g
zentrifugiert. Nach Abgesaugen des Überstandes wurde das 
Zentrifugenröhrchen mit den auf der Percollschicht verbliebenen Zellen bis zur 
20 ml Marke mit HES aufgefüllt, zur Vermischung der Schichten geschüttelt, 
nochmals durch eine 20 G Kanüle gezogen und dann auf einen kontinuierlichen 
linearen Percoll-Dichtegradienten aufgetragen, zu dessen Herstellung Abb. 8 
weitere Einzelheiten zeigt (Ausgangsvolumen der 45 %-igen Percoll-Lösung 
betrug 37 ml, das der 20 %-igen Lösung 32 ml). Die Zellfraktionierung erfolgte 
40 min lang bei 2500 U/min (gmax=1000 g). Bei auf 500 rpm reduzierter 
Drehzahl konnte der Gradient durch Überschichtung mit PBS über die 
Zentralkanüle ausgedrückt und in 5 ml Portionen gesammelt werden (zunächst 
wurden die 2 ml der unterschichteten 90 %-igen Percoll-Lösung abgesaugt und 
verworfen). Unter mikroskopischer Kontrolle wurden die Fraktionen mit der 
höchsten VEC-Konzentration (üblicherweise Fraktionen 2 ( 7-12 ml) bis 5 (
22-27 ml)) ausgewählt, 2 mal in DMEM gewaschen, in DMEM resuspendiert
und schließlich in Schalen ausgesät.
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Abb. 8: Mischung und Eintragen eines kontinuierlichen Dichtegradienten in den speziell für 
unsere Zwecke  entwickelten Rotor der Hermle-Zentrifuge  Z 323. Diese Abbildung 
wurde  mit  geringfügigen  Abänderungen  mit  freundlicher  Genehmigung  meines 
Kollegen Martin Thallmair seiner Dissertationsschrift155 entnommen.
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2.3.2. Reinigung von Primärkulturen venulärer Endothelzellen
Die Kulturen (35 mm Durchmesser) wurden einen Tag vor der Reinigung mit
PCmin versorgt. Nun wurden die Kulturen mit 0,5 ml ECPS I (Herstellung siehe 
Fußnote) für 45 min im Brutschrank inkubiert. Nach einer 40 minütigen
Erholungszeit in PC mit Zusatz von Flavonoidgemisch („Venoruton®“) (3 x 10-
4 M) wurde die Kultur intensiv in einer in der Arbeitsgruppe Prof. Nees speziell 
entwickelten, in Abb. 9 näher erläuterten, Zellwaschanlage gespült (∅i der 
eingesetzten Kanüle 0,8 mm, Abstand zur Zellschicht 4,5 mm, Spüllösung PBS 
mit Zusatz von 0,04 % Albumin, Flußrate 82 ml/min). Unter diesen 
Bedingungen wurden die Fremdzellen selektiv vom Schalenboden abgelöst und 
abgesaugt, die Endothelzellen dagegen blieben haften. Nach dem Spülen wurden 
die Kulturen sofort mit PC überschichtet und ca. 3 Stunden im Brutschrank
inkubiert.
________________________________________________________________
Herstellung von ECPS I:
ECPS wurde von Prof. Dr. Dr.  S. Nees (Physiologisches Institut der LMU, München) zur Verfügung gestellt. 
Die Methodik zur Herstellung dieser Reinigungslösung soll im Folgenden kurz dargestellt werden:
Standardmäßig nach Nees et al112 angelegte und mit Fremdzellen überwucherte Endothelzellkulturen wurden 4 
Wochen nach Erreichen der Konfluenz mit Trypsin/EDTA aus ihren Schalen abgelöst und die Zellen durch
Zentrifugation gewaschen. Anschließend erfolgte ein Zellaufschluß in einem Dounce-Glas-Homogenisiergerät 
(von Braun, Melsungen) in 0,25 M Saccharoselösung durch 50 Schläge mit dem Pistill (0° C). Es folgte die 
Isolierung der Plasmamembranen mit Hilfe von Ultrazentrifugation (Ultrazentrifuge L5-65 mit Ausschwingrotor
SW-56 von Beckmann, München: abgestellte Bremse, 27.500 rpm bzw. 70.000 g für 70 min bei 4° C). Danach 
wurden die Membranen bei 37° C  für 12 Stunden mit Phospholipase C in 0,1 M Tris/HCl-Puffer bei pH 7,0
inkubiert (10 IU Enzym pro Membranfraktion aus jeweils 108 Zellen in 10 ml Tris/HCl). Die gewonnene 
Fraktion plasmalemnaler Phospholipide und Membranproteine wurde standardmäßig 1:1 mit Freundschem 
Adjuvanz als stabile Emulsion aufbereitet (Doppelkanülentechnik) und auf dem Rücken geschorener Kaninchen 
als 200-µl-Aliquots an jeweils 10 Applikationsstellen pro Tier unter die Haut injiziert. Nach 2 und 4 Wochen 
erfolgten in analoger Weise Wiederholungsimpfungen („Boosterungen“). Tiere mit nachgewiesenen hohen 
Antikörper-Titern (Macini-Methode) wurden durch Genickschlag getötet und anschließend durch Herzpunktion 
entblutet. Die nach Thrombosierung des Blutes und anschließender Zentrifugation erhaltenen Seren wurden
zusammengefaßt und in 1-ml-Aliquots eingefroren (-80° C). Vor dem Einsatz für endotheliale Reinigungszwecke 
nach der in der vorliegenden Dissertation beschriebenen Methodik wurden Aliquots aufgetaut, 1:2 mit
heparinisiertem Meerschweinchen-Poolplasma vermischt, anschließend 1:10 mit PBS verdünnt, sterilfiltriert 
und für die Versuche eingesetzt.
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Anschließend wurden die VEC bei Raumtemperatur mit 0,5 ml Trypsin/EDTA 
abgelöst. Nach Zugabe von 2 ml Trypsininhibitorlösung (20° C) und homogener 
Suspendierung der Zellen wurden die Schalen in den Brutschrank gestellt. Im 
Zentrum der Schalen versammelten sich aufgrund der sich beim Aufwärmen der 
Schalen ergebenden Konvektionsströmung neben den Endothelzellen auch evtl. 
noch in geringer Anzahl vorhandene Fremdzellen, letztere verklumpten rasch 
miteinander. Die Fremdzellklümpchen konnten am nächsten Tag mit Hilfe von
Dispase II-Lösung (Konzentration 10 mg/10 ml PBS, Inkubationszeit 30 min bei 
37° C) und anschließende Spülung entfernt werden.
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Abb. 9: In der  Arbeitsgruppe Prof. Nees speziell entwickelte  Zellwaschanlage zur Reinigung 
von Endothelzellkulturen.  Diese Abb. wurde mit freundlicher  Genehmigung meines        
Kollegen Martin Thallmair seiner Dissertationsschrift155 entnommen. 
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2.3.3. Isolierung von Gefäßen aus Meerschweinchenherzen
Bei 500 Gramm schweren Meerschweinchen wurde vor dem Versuch die A.
carotis communis kanüliert - analog zur arteriellen Blutentnahme (2.3.4.). Über 
diesen Zugang wurden nun Fragmin (80 IE/kg KG), frisch angesetzte und steril 
filtrierte Venoruton®-Lösung (0,4 mg/kg KG) und ASS (0,9 mg/kg KG) in die 
Aorta injiziert, um einer Schädigung der Gefäße durch aktivierte 
Entzündungszellen und Gerinnungsprozesse vorzubeugen (Fragmin = 
Gerinnungshemmer, ASS = Plättchenhemmer, Venoruton® = Endothel-
abdichtende Flavonoide).
Die anschließende Entnahme und Perfusionsverdauung des Herzens erfolgte wie 
bei der Isolierung von venulärem Endothel (siehe 3.3.1. mit Abb. 24), allerdings 
mit folgenden Abänderungen: 
-Zusatz von Venoruton® 0,07 mg/ml und ASS 100 µM zu KRSCa und KRS
-Verwendung von Proteaselösung II statt Proteaselösung I 
-Entnahme  des   Herzens  aus dem  Falconröhrchen  (C)  bereits  nach  30 min  
Enzymperlfusion 
-Im   Trichter   (D)  wurde  nicht   die  vollständige  enzymatische  Dissoziation 
abgewartet, sondern die Suspension wurde aus dem Trichter (D) entnommen, 
sobald  sich  bei der mikroskopischen  Kontrolle intakte, von  Kardiomyozyten  
befreite  Gefäße  zeigten  (das 1. Mal nach ca. 15 min und dann ca. alle 10 min)
Je ein Tropfen der Gefäßsuspension aus dem Trichter („D“ in Abb. 24) wurde –
unter Anwendung möglichst geringer Scherkräfte – in die Mitte einer 
Kulturschale (60 mm Durchmesser) pipettiert (Abb. 10 a). Nach Sedimentation 
der Objekte wurde durch spiralförmige Bewegungen mit einem Glasspatel der 
Durchmesser des Tropfens soweit vergrößert, daß nur noch ein schmaler 
Randstreifen des Schalenbodens unbenetzt blieb (Abb. 10 b). Nun wurden mit 
Hilfe eines sterilen Glasstabes strahlenartige    Verbindungslinien    des 
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Flüssigkeitsbereichs zum Rand der Kulturschale angelegt (Abb. 10 c) und dann 
unter Kippen und Drehen der Schale die Flüssigkeit vom Rand her möglichst 
vollständig abgesaugt (Abb. 10 d). 
Nachdem die verschlossene und immer noch feuchte Schale 10 min in einer 
Neigung von ca. 45° im Brutschrank gestanden hatte, wurden letzte Reste der 
überschüssigen Flüssigkeit abgesaugt und die Schale sofort auf eine eisgekühlte 












Abb. 10: Schematische Darstellung wichtiger Einzelschritte im Zuge der Adhärierung von 
               Mikrogefäßen aus Meerschweinchenherzen. a) Tropfen einer Gefäßsuspension in 
               der Mitte einer Kulturschale (60 mm)  b) Vergrößerung der  benetzten Fläche mit 
               sterilem Glasspatel  c) Schaffung strahlenförmiger  Verbindungslinien zum Scha-
               lenrand   d)  Absaugen  der  Flüssigkeit   unter   Kippen  und  Drehen  der  Schale   
               e) Fixieren   der   Gefäße   durch   kondensierende   Formaldehyd  (FH) - Dämpfe   
               f) Weiteres  Fixieren  durch  Besprühen  mit  Formaldehyd-Lösung.
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vermieden werden. Anschließend wurden die am Schalenboden adhärent
gewordenen Gefäße unter Vermeidung von Scherkräften durch eingeblasene  
und  kondensierende  Formaldehyd-Dämpfe  fixiert, die  zuvor bei 40 °C mit 
Wasserdampf gesättigt worden waren (Abb. 10 e). Daraufhin wurde 3,5 %-ige
Formaldehyd-Lösung in PBS zur Vermeidung plötzlicher Scherkräfte zunächst 
mit einer Sprühflasche (Abb. 10 f), dann durch langsames zupipettieren in die 
Schale gebracht und dort für ca. 5 min belassen. Schließlich wurden die 
Präparate vorsichtig mit PBS gewaschen. Nun konnten die Gefäße durch 
immunologische und enzymhistochemische Verfahren weiterführend 
charakterisiert werden.
2.3.4. Arterielle Blutentnahme vom Meerschweinchen
450 – 1000 Gramm schwere Meerschweinchen wurden durch i.m. Injektion von
Ketamin (0,3 ml/100 Gramm) und Rompun (25 µl/100 Gramm) anästhesiert. 
Nach ca. 10 min Warten auf das vollständige Einsetzen der Narkose wurde die 
Haut zwischen Sternum und Unterkiefer mit einer Pinzette angehoben und der 
ganze angehobene Hautlappen großzügig abgeschnitten. Nun konnte auf einer 
Seite das jetzt sichtbare Platysma und die Lamina superficialis entfernt werden. 
Anschließend wurde der M. sternocleidomastoideus in der Mitte durchtrennt 
und die Schilddrüse unter Schonung ihrer versorgenden Gefäße zur Seite 
präpariert. Falls die A. carotis communis noch nicht sichtbar wurde, wurde die
infrahyale Muskulatur abpräpariert, unter der das Gefäß in jedem Fall zum 
Vorschein kam. Jetzt wurde die Arterie unter Schonung des N. vagus und der V.
jugularis interna aus der Carotisscheide freipräpariert und 3 Fäden unter der 
Carotis hindurchgezogen. Mit dem 1. Faden wurde sie so weit kranial wie 
möglich abgebunden und der Faden fixiert. Dann wurde der 3. Faden kaudal
unter Zug auf das Gefäß fixiert, so daß kein Blut mehr aus der Aorta einfließen 
konnte. Anschließend wurde die Arterie mit einer Schere im rechten Winkel bis 
zur  Hälfte  eingeschnitten und mit Hilfe einer rundgefeilten, 90 Grad gebogenen 
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Kanüle (G 27, 0,40 x 20 mm) ein Polyethylenschlauch eingeführt, in dem auf 
der anderen Seite eine Kanüle (G 22, 0,70 x 30 mm) und eine leere Spritze 
steckte. Der Schlauch wurde mit dem 2. Faden eingebunden und der 3. Faden 
gelöst, sodann der Schlauch in Richtung Herz vorgeschoben und nochmals mit 
dem 3. Faden fixiert. Nun wurden ein paar Tropfen Blut abgezogen und 
verworfen und das restliche Blut in mit EDTA-Lösung (je 200 µl für 10 ml Blut) 
vorgefüllte Spritzen gezogen. 
2.3.5. Isolierung reiner Granulozyten aus Meerschweinchenblut
Jeweils 8 ml frisch gewonnenes EDTA-Blut adulter Meerschweinchen wurden 
auf 7 ml PolymorphprepTM in einem sterilen 15 ml Falconröhrchen aufgetragen 
und 35 min bei 600 g zentrifugiert. Es zeigte sich eine deutliche PMN-Bande, 
die allerdings noch viele Erythrozyten und Plättchen enthielt. Durch 
entsprechendes Anstechen des Falconröhrchens unmittelbar unterhalb dieser 
Zellfraktion mit einer sterilen 19 G Einmalkanüle konnte die etwa 1,5 ml 
umfassende Bande bei leicht geöffnetem Deckel in eine sterile Einmalspritze 
abgezogen werden (Abb. 23 a). 
Die so gewonnene Zellsuspension (ca. 2 ml) wurde in einem frischen 15 ml
Falconröhrchen 1:2 mit einer 60 %-igen Percoll-Verdünnung*  verdünnt. Es 
folgte eine 11 minütige Zentrifugation bei 500 g, nach der die roten Blutzellen 
ein Pellet in der Spitze des Falcongefäßes bildeten, dem die PMN´s nur locker 
auflagen (Abb. 23 b). Begleitende Plättchen sedimentierten bei diesem 
Verfahren nicht.
Nach vorsichtigem Absaugen des Überstandes wurden die Granulozyten
möglichst selektiv mit HES* abgespült und in ein neues 15 ml Zentrifugenröhr-
chen überführt, das dann bis zur 4 ml-Marke mit HES* aufgefüllt wurde. Im
Anschluß an die nun folgende Zentrifugation (10 min, 395 g) befanden sich die
Granulozyten in der Spitze des Röhrchens. Der Überstand wurde abgesaugt und 
die PMN´s nach nochmaliger  Suspendierung in 5 ml HES* auf den in Abb. 23 c 
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gezeigten, diskontinuierlichen Percoll-Gradienten aufgebracht und bei 600 g 35 
min zentrifugiert. Die Granulozyten lagen dann - vgl. Abb. 23 c - etwa auf der 
73 %-igen Percoll-Schicht*. Zu ihrer Gewinnung wurde eine 19 G Einmalkanüle 
an der 2 ml-Marke in das Falconröhrchen eingestochen, 2 ml 73 %-ige Percoll-
Verdünnung* abgezogen und verworfen und weitere 3 ml, die die gereinigten 
PMN´s enthielten, mit einer Einmalspritze abgesaugt (Abb. 23 c). Ein neues 15 
ml Röhrchen, mit den 3 ml PMN-Suspension beschickt und mit ES* ganz 
aufgefüllt, wurde 10 min bei 395 g zentrifugiert, der Überstand bis zur 1,5 ml-
Marke abgesaugt, erneut bis zur 4 ml-Marke mit ES* befüllt und nochmals 
schonend zentrifugiert (10 min, 112 g). Nachdem der Überstand abgesaugt war, 
wurden die als Pellet in der Röhrchenspitze liegenden PMN´s in 25 µl EDTA-
Plasma homogen resuspendiert.
_________________________________________________
* = jeweils mit Zusatz von 2 % Citrat und 2 % autologem EDTA-Plasma
2.3.6. Isolierung gewaschener Plättchen
Alle folgenden Schritte wurden bei Zimmertemperatur durchgeführt. Citratblut 
wurde zunächst bei 4000 rpm zur Gewinnung von plättchenreichem Plasma 
(PRP) 20 Sekunden lang zentrifugiert. 10 ml PRP wurden anschließend in einem 
sterilen 15 ml Zentrifugenröhrchen auf 8 ml einer 22,25 %-igen, isotonen 
Percollösung (spezifische Dichte: 1,03 Gramm/ml) aufgeschichtet, der vorher 
1,5 ml 90 %-ige, isotone Percollösung (spezifische Dichte: 1,117 Gramm/ml) 
unterschichtet worden waren. Beide in Abwesenheit von Kalzium hergestellten
Percollösungen wurden zudem so aufbereitet, daß sie jeweils 100 µM Adenosin
zur kompletten Inhibition von Plättchen enthielten.
Nach Zentrifugation bei 560 g für 35 min wurden die auf der untersten
Percollschicht schwimmenden, von Plasma befreiten Plättchen vorsichtig mit 
einer Spritze abgesaugt. Nach Zugabe von 2 IE Adenosindesaminase und 3-
minütiger Inkubation bei Zimmertemperatur zur vollständigen Umwandlung von 
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Adenosin in das Plättchen nicht mehr hemmende Inosin wurde die gewonnene 
Zellsuspension direkt für videokinematographische Studien verwendet, oder 
zusammen mit PMN aktiviert (vgl. nächster Abschnitt). In einigen Studien 
wurden die Plättchen vor ihrer Verwendung 15 min in Gegenwart von 100 µM
Acetylsalicylsäure (Aspirin) irreversibel inaktiviert.
2.3.7. Gewinnung einer zellfreien Lösung von Freisetzungsprodukten 
gemeinsam aktivierter PMN und Plättchen
Zu jeweils 400 µl der Suspension  gewaschener Plättchen (vgl. 2.3.6., Inhalt ca. 
10 Mio. Plättchen) wurden sukzessiv 25 µl gewaschene PMN (ca. 1 Mio. 
Zellen), Kalzium bis zur Endkonzentration 1,8 mM, 1 µM FMLP und 0,5 IU
Thrombin gegeben. Nach 15-minütiger Inkubation bei 370 C wurde 2 min bei 
10.000 g zentrifugiert. Der zellfreie Überstand wurde direkt in entsprechende 
Versuche eingebracht bzw. zu späterer Verwendung aliquotiert (50 µl) und bei -
800 C eingefroren. 
2.3.8. Zeitraffer-videomikrokinematographische Studien zur
Doku-mentation der Interaktionen venulärer Endothelzellen mit Blutzellen
Die in DMEM herangewachsenen Kulturen (35 mm Durchmesser) wurden 5 
Tage vor den Videoaufnahmen mit 1 ml PCmin überschichtet, das aufgrund 
systematischer Voruntersuchungen zu einer besonders schönen Ausprägung der 
typischen Pflastersteinmorphologie der gezüchteten Endothelzellen führte. 
Für die Versuche wurde dem Medium Thrombin (1 IU/ml) zugesetzt. Auf dem 
Objekttisch des Lichtmikroskops (A) wurde die zu filmende VEC-Kulturschale 
von einer Wärmekammer (B) umgeben, die durch einen Temperaturregler (C) 
exakt auf 37° C eingestellt wurde. Die richtige CO2-Atmosphäre in der 
Wärmekammer wurde erreicht durch kontinuierliches Einblasen von 5 % CO2
aus der Gasflasche (D) über die Waschflasche (E).  Das Lichtmikroskop enthielt 
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eine integrierte SVHS-Videokamera (F), die über eine Kamera-Kontroll-Einheit 
(G) mit einem zeitrafferfähigen Videorekorder (H) verbunden war. So konnten 
alle Versuche mit bis zu 550-facher Vergrößerung auf SVHS-Videokassetten 
dokumentiert werden. Außerdem konnten die Versuche auf einem Monitor (I), 
der an den Videorecorder angeschlossen war, mitverfolgt werden. Parallel dazu 
wurden mit einer ebenfalls integrierten Spiegelreflexkamera (J) zu ausgewählten 
Zeitpunkten Bilder angefertigt.  
Zur spezifischen, irreversiblen Hemmung von Blutplättchen wurde in einigen 
Experimenten ASS (100 µM) verwendet. Eine Zugabe von Venoruton® erfolgte 
nach Bedarf, meist in einer Konzentration, die einer mittleren






























































































   
   
   
   
































































   
   
   
   



































2.3.7. Identifizierung und Charakterisierung der Endothelzellen,
Gefäße und Myokardschnitte
2.3.7.1. Raster- und Transmissionselektronenmikroskopie
Rasterelektronenmikroskopie:
Nach Fixierung in Cacodylatpuffer mit 10 % v/v Glutaraldehyd wurden die  
ausgewählten Proben schrittweise entwässert, und zwar für jeweils 15 bis 20 
min in 25, 50, 75 und  100 %-iger v/v wäßriger Ethanollösung. Anschließend 
wurden die Präparate mehrmals mit der 100 %-igen Alkohollösung gespült und 
am kri-tischen Punkt von C02 mit einem Balzers CD 030 Kritischen-Punkt-
Trockner getrocknet. Danach wurden die Präparate mittels leitender 
Doppelklebefolie auf polierte Aluminium-Objekthalterungen aufgebracht und in 
einem Balzers SCD 050 Sputtergerät mit einer ca. 15 nm dicken Goldschicht 
bedampft. Zur Untersuchung diente ein Jeol JSM-35 CF 
Rasterelektronenmikroskop.
Transmissionselektronenmikroskopie:
Die Endothelschichten wurden mit ES gewaschen, mit 10% v/v Glutaraldehyd
in Cacodylatpuffer fixiert und anschließend mit einem Plastikspatel von den 
Kulturschalen abgelöst. Osmifizierung erfolgte mit wässriger 0s04-Lösung (0,1 
% w/v). Anschließend wurde das Metalloxyd durch Spülen mit PBS vollständig 
entfernt und dann die Dehydratisierung in aufsteigender Alkoholreihe 
durchgeführt, danach erfolgte die Einbettung der Präparate in Araldit. Nach dem 
Schneiden mittels eines Ultramikrotoms wurde standardmäßig gegengefärbt mit
Uranylacetat und Bleicitrat. Untersuchung mit einem Philips 400T 
Transmissionselektronenmikroskop.
2.3.7.2. Anfertigen von Meerschweinchenmyokardschnitten
Das Herz wurde zunächst in ein mit Isopentan gefülltes Gefäß, das in flüssigem 
Stickstoff hing, ca. 1 min lang eingetaucht. Das schockgefrorene Gewebe wurde 
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dann in die Kühlkammer (ca. – 20°C) des Cryocuts gelegt und dort 1-2 Stunden 
ruhen gelassen.
Anschließend wurde die Anti-Rollplatte heruntergeklappt und die Schichtdicke 
auf etwa 10 µm eingestellt. Das Schneiden erfolgte nun mit dem Cryostat CM 
3050 der Firma Leica mit einem Rotationsmikrotom mit einem C-Messer, das 
die gleiche Temperatur wie die Kühlkammer hatte. Nach dem Durchführen des 
Gewebes lag der Schnitt auf dem Messer. Die Anti-Rollplatte wurde 
hochgeklappt und der Schnitt mit einem gekühlten Objektträger abgenommen. 
Die Region des Schnittes wurde von unten mit der Fingerkuppe der linken Hand 
erwärmt und schließlich trocknen gelassen.
2.3.7.3. Histochemischer Nachweis typischer Markerenzyme
Zunächst Fixierung der Proben durch 3,5 %-ige Formaldehydlösung in PBS für 
exakt 1 min, danach viermaliges vorsichtiges Waschen mit ES. Zellkulturen und 
isolierte Mikrogefäßpräparate wurden direkt in die folgenden
enzymhistochemischen Inkubationslösungen eingebracht. Myokardgewebe
mußte dagegen zuvor, wie in 2.3.7.2. beschrieben, im gefrorenen Zustand 
geschnitten werden.
Färbung auf Dipeptidyl-Aminopeptidase IV (CD26) [EC 3.4.14.5]:
Als Substratlösung wurden 4 mg Gly-Pro 4 Methoxy-β-Naphtylamid in 80 µl
Dimethylformamid gelöst und mit 10 ml 40 C kalten ES aufbereitet. In diesem 
kalten Gemisch wurden außerdem 4 mg Echtblausalz gelöst (Abschirmung von 
grellem Licht!) und nach 5 min über einen 0,22 µm-Steckfilter auf die 
gewaschenen Präparate aufgebracht. An-schließend wurden die Schalen 4 
Stunden in vollkommener Dunkelheit im Kühlraum (40 C) unter langsamem 
Schwenken inkubiert. Nach dieser Zeit wurde dreimal mit ES gewaschen und 
entweder eine Gegenfärbung mit perizytenspezifischer Alkalischer Phosphatase
oder eine längerfristige  Lagerung in  ES mit 3,5%-igem Formaldehyd v/v bei 4°
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C angeschlossen. (Eine komplette Entfärbung war durch 2-3 maliges Waschen 
über einen Zeitraum von ca. 15 min mit 100 %-igem Ethanol möglich, so daß
mit denselben Kulturen auch noch Fluoreszenzfärbungen durchgeführt werden 
konnten). Mikroskopie erfolgte im Hellfeld (Mikroskop: Axiovert von Zeiss, 
Deutschland).
Perizytenspezifische Alkalische Phosphatase [EC 3.1.3.1]:
6 Teile 0,1 M Veronalpuffer wurden mit 3 Teilen 3 mM AS-MX-Phosphat
vermischt und mit 1 Teil 3 mM Fast Blue BB versetzt (der Vorgang erfolgte bei 
40 C). Vor Applikation auf die Präparate wurde das Gemisch über einen 0,22 µm 
Steckfilter filtriert. Nach 13 stündiger Inkubation bei 40 C unter leichtem 
Schwenken im Dunkeln wurden die Präparate sorgfältig mit ES gewaschen und 
schließlich im Hellfeld mikroskopisch ausgewertet. 
Durch DMSO/Azetonitril/Ethanol (3:2:5) konnten die Präparate wieder entfärbt 
und zusätzlich z.B. fluoreszenzmikroskopisch untersucht werden.
2.3.7.4. Fluoreszenzfärbungen
Nachweis von Faktor VIlI-Antigen (von Willebrand Protein), Blutgruppe 0 und
glattmuskulärem α-Aktin:
Die auf Faktor VIII-Antigen bzw. α-Aktin hin zu untersuchenden Präparate 
wurden dreimal mit PBS gewaschen, 2 min lang mit -200 C kaltem 100 %-igen
Methanol fixiert und gleichzeitig permeabel gemacht, schließlich erneut fünfmal 
mit PBS gespült. Nun wurden die Präparate 60 min im Brutschrank mit dem 
verdünnten Primärantikörper (1:20 in PBS mit Zusatz von 3 % Albumin w/v)
inkubiert. Anschließend erfolgte zehnmaliges sorgfältiges Waschen mit PBS 
(1% Al-bumin) und danach fünfzehnmal mit PBS (ohne Albumin). Die 
Inkubation mit dem daraufhin applizierten fluoreszenzmarkierten Sekundäranti-
körper (in der selben Verdünnung wie der Primärantikörper) erfolgte bei 370 C 
für 45 min. Nachdem die Präparate wiederum zehn-mal mit PBS (1 % Albumin) 
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und fünfzehnmal mit purem PBS gespült worden waren, wurden sie mit einem
glycerinbe-deckten Deckgläßchen abgedeckt und im Fluoreszenzmikroskop bei 
geeigneter Anre-gungswellenlänge betrachtet.
Der Nachweis der Blutgruppe 0 konnte ohne Sekundärantikörper durchgeführt 
werden, da hier spezifisch bindendes und bereits fluoreszierendes UEA I-Lektin
(Ulex europaeus Agglutinin I) zur Verfügung stand.
Nachweis des Ac-LDL-Rezeptors:
Vorgesehene Zellkulturen wurden in vitalem Zustand mit serumarmem Promo-
Cell--Medium (2 % FCS) versehen. Die Inkubation mit dem in einer 
Konzentration von 50 µl/ml zugesetzten Rhodamin-markierten Ac-LDL-
Konzentrat (42 mg/dl) erfolgte im Brutschrank für 4 Stunden. Hierauf wurden 
die Präparate gründlich mit PBS gewaschen und mit 10 %-iger Formaldehyd-





Identifizierung koronarer postkapillärer Venulen im Meerschweinchen-Myokard 
und in isolierten Gefäßpräparaten aus Meerschweinchenherzen:
Im Rahmen von Serienuntersuchungen myokardialer koronarer Gefrierschnitte 
kann der Verlauf einzelner koronarer Mikrogefäße in einem gegebenen 
Myokardraum im Phasenkontrast genau verfolgt werden. Typische postkapilläre
Venulen zeigen nur eine geringe Wandstärke von ca. 2-4 µm. Ihr Durchmesser 
liegt im Bereich 10-20 µm und ist stets etwa doppelt so groß wie der der in ihrer 
direkten Nachbarschaft ebenfalls vorhandenen Endarteriolen. Dipeptidyl-
Aminopeptidase IV [EC 3.4.14.5] erweist sich im Meerschweinchenherzen als 
hochselektives Markerenzym ausschließlich dieser kleinsten koronaren 
Venensegmente und führt im hier benutzten enzymhistochemischen Verfahren 
zu einer charakteristischen Rotfärbung in den behandelten Schnitten, die 
schlagartig aufhört beim Übergang der Venulen in die nachgeschalteten 
Sammelvenen (vgl. Abb. 12  und 13). 
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Die systematische Auswertung solcher in aufwendigen Serien durchgeführter
Kryoschnitte läßt das Prinzip der myokardialen Mikrogefäßarchitektur im 
Meerschweinchenherzen deutlich werden. Großer Dank gebührt hier der 
freundlichen Unterstützung dieser Arbeit durch Herrn Professor Lange aus der 
Anatomischen Anstalt der LMU, insbesondere Frau Kerwin, die die benötigten 
Gefrierschnitte herstellte (enzymhistochemische Anfärbung im Physiologischen 
Institut). Alle untersuchten Venulen zeigen aufgrund zahlreicher
Einmündungsstellen von Kapillaren eine bizarre Form, die an mikroskopisch 
kleine Ingwerknollen erinnert. Ihre nach Dipeptidase-IV-Anfärbung bestimmte 
Längenausdehnung beträgt 100-200 µm. 
Im Gegensatz zu den postkapillären Venulen entfalten im
Meerschweinchenmyokard die vorgeschalteten Kapillaren und Endarteriolen nie
Dipeptidase-IV-Aktivität. Hingegen sind sie mit Hilfe des benutzten
enzymhistochemischen Färbeverfahrens zum Nachweis Alkalischer Phosphatase
tiefblau anfärbbar (Abb. 14). Die Expression der Alkalischen Phosphatase hört, 
wie schon Abb. 13 zeigt, an der Einmündungsstelle der Kapillaren in die 
zugehörigen postkapillären Venulenkomplexe (Abb. 15) genauso schlagartig 
auf, wie beim Übergang der besenreiserähnlichen Endarteriolen in die 
vorgeschalteten Zuführungsarteriolen, was sich besonders überzeugend an 
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enzymatisch isolierten Arteriolenbäumchen demonstrieren läßt (vgl. Abb. 16 a 
und b). Größere zuführende Arteriolen weisen auch im Querschnitt kaum noch 
Alkalische Phosphatase (Blaufärbung) auf (vgl. Abb. 14 und Abb. 17). 
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An isolierten und auf Dipeptidase-IV-Aktivität angefärbten koronaren 
Mikrogefäßnetzen läßt sich die hochspezifische Lokalisation dieser Protease in
Venulenkomplexen (VK) quasi im Überblick und besonders überzeugend 
bestätigen. Schon ungefärbt im Phasenkontrast aufgrund ihrer typischen 
Wandstruktur identifizierbare Arteriolen (A) und Kapillaren (K) erscheinen 
dabei nur unspezifisch gelblich gefärbt, weil sie im Meerschweinchenherzen 
diese Peptidase offensichtlich nicht besitzen (Abb. 18 a und b).
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Der augenscheinlich, im Vergleich mit den unter diesen Bedingungen stabilen
Arteriolen und Kapillaren, besonders lockere Wandaufbau der
Venulenkomplexe bedingt, daß sie dem Angriff der im Rahmen dieser 
Untersuchungen eingesetzen, im Arbeitskreis von Professor Nees speziell 
entwickelten Proteasen-Mischung (Kollagenase-Dispase-Trypsin-Lösung, siehe 
Methoden) nicht standhalten können. Jedenfalls zerfallen Venulen innerhalb 
einer empirisch optimierten Kontaktzeit von insgesamt 60 min (Enzymperfusion
und anschließende Nachinkubation im Trichter) komplett in ihre zellulären 
Bestandteile. Offenbar nur ein integraler Zelltyp der Venulenwand zeigt auch 
nach dieser enzymatischen Desintegrationsprozedur noch Dipeptidase IV als 
selektives Markerenzym und läßt sich, aufgrund des unter unseren Standard-
bedingungen im lokalen Bereich dieser Enzymaktivität enzymhistochemisch
erzeugten roten Azofarbstoffs in der Rohsuspension myokardialer
Gewebekomponenten,  zum  Beispiel  gegenüber den  Kardiomyozyten, klar ab-
grenzen (Abb. 19). 
Solche Dipeptidase IV-positiven Zellen können aufgrund ihres offenbar 
besonders hohen spezifischen Gewichts mit Hilfe der beschriebenen
Dichtegradientenzentrifugationstechnik sehr weitgehend von anderen vaskulären 
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Zellarten des Koronarsystems abgetrennt beziehungsweise angereichert werden. 
Manchmal befinden sich in den schwersten Bereichen des zur Trennung der 
Zellen eingesetzten Dichtegradienten (siehe Methodenteil) auch noch kleinere, 
intakte Reststücke der ursprünglichen Venulenkomplexe. Nach dem Einbringen 
solcher Segmente in Gewebekulturen lassen sich nach einem Tag Dipeptidase
IV-positive und -negative Zellen unterscheiden (Abb. 20 a-c). Erstere weisen 
auch deutliche Konzentrationen an von Willebrand Protein auf (Abb. 20 b) und 
können so als die venulären Endothelzellen dieser Fragmente identifiziert 
werden. Dipeptidase IV ist in koronaren Venulen des Meerschweinchenherzens 
also ein hochselektives Markerenzym des venulären Endothels! Der dieses 
Enzym nicht aufweisende andere Zelltyp der Venulen im
Meerschweinchenmyokard – dafür kommen nach der klassischen histologischen 
Lehrmeinung nur die venulären „Perizyten“ infrage – besitzt wie erwartet eine 
höhere Konzentration glattmuskulären α-Actins als die begleitenden 
Endothelzellen (Abb. 20 c), obgleich auch die letzteren dieses kontraktile 
Protein in (für Endothelzellen) auffälliger Konzentration enthalten. 
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3.2. Isolierung reiner Granulozyten aus Meerschweinchenblut
Erst nach langwierigen Versuchsreihen konnte mit dem in 2.3.5. beschriebenen 
Verfahren eine ausreichende Menge an unstimulierten PMN erhalten werden, 
die die für videokinematographische Zwecke bei starker Vergrößerung 
notwendige hohe Reinheit besaßen.
Für die Isolierung reiner Granulozyten aus Humanblut wird routinemäßig die 
Dichtegradientenlösung „PolymorphprepTM“ eingesetzt. Damit lassen sich in 
einem Arbeitsgang sehr reine PMN aus menschlichem Blut isolieren (Abb. 21 a 
und 22 a). Versucht man mit dieser käuflichen Lösung jedoch  
polymorphkernige Granulozyten aus Meerschweinchenblut zu isolieren, so
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stellt man fest, daß sich damit für die geplanten kinematographischen Versuche 
nur viel zu unreine, durch Plättchen und andere Leukozyten stark verunreinigte,
Granulozyten-Präparate erzielen lassen (Abb. 21 b).
Dieses Ergebnis läßt sich auch nicht wesentlich verbessern, wenn man nur 
geringe Blutmengen auf die Gradientenlösung aufträgt, vor allem ist dann 
natürlich auch die Ausbeute sehr klein. Ein wesentlicher Grund dafür ist die im 
Vergleich zum Menschen sehr unterschiedliche Form und Dichte der
Zellfraktionen im Meerschweinchenblut, insbesondere der Blutplättchen, die 
viel größer sind und in nicht aktiviertem Zustand statt ellipsoider Form eine 
halbmondförmige Gestalt zeigen. 
Um die erforderliche Reinheit für Granulozytenpräparate aus Meerschweinchen-
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blut zu erzielen, müssen – wie Abb. 23 schematisch zeigt – weitere, im 
Methodenteil ausführlich beschriebene Reinigungsschritte durchgeführt werden, 
die in systematischen Experimenten optimiert wurden.
Versucht man, die PMN-Schicht (vgl. Abb. 23 a) durch die Öffnung des
Falconröhrchens abzusaugen, so führt dies zu einer Verschleppung größerer 
Mengen Thrombozyten in die darunterliegende PMN-Schicht. Daraus resultiert 
nicht nur eine Verunreinigung der Granulozyten, sondern auch deren 
Stimulierung durch Interaktionen mit den Blutplättchen. Diese Fehlerquelle wird 
ausgeschaltet durch vorsichtiges Absaugen der Granulozytenbande von unten 
über eine seitlich in das Zentrifugenröhrchen eingestochene Kanüle (Abb. 23 a). 
Eine grundlegende Anforderung an alle infrage kommenden 
Reinigungsverfahren ist stets, daß die schließlich erhaltenen PMN nicht 
vorstimuliert sein dürfen. Dies kann nur erreicht werden, wenn sämtliche zur 
Reinigung der PMN eingesetzten Lösungen auf einer Temperatur von 37° C 
gehalten und mit Citrat und autologem EDTA-Plasma versetzt werden.  Zu hohe 
Abb. 23: Schrittweise Isolierung von hochreinen PMN mittels Zentrifugation. 
       a) Bandenmuster nach  Polymorphprep-Zentrifugation, b)  vorsichtig  über 30 %-ige 
       Percoll-Verdünnung sedimentierte  PMN, c) Bandenmuster nach Zentrifugation  der 
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Scherkräfte, zum Beispiel beim Pipettieren, führen ebenfalls sofort zu einer 
Vorstimulation der Granulozyten. 
Bei Beachtung all dieser Vorbedingungen lassen sich aus einem 500 Gramm 
schweren Meerschweinchen im Endeffekt ca. 106 PMN etwa 95 %-iger Reinheit 
isolieren, die für unsere Versuchszwecke am besten nur in 25 µl autologem
EDTA-Plasma suspendiert wurden. 
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3.3. Isolierung von Primärkulturen venulärer Endothelzellen
3.3.1. Perfusionsapparatur
Mit der in Abb. 24 schematisch dargestellten Perfusionsapparatur gelingt es, das 
Meerschweinchenherz unter sterilen Bedingungen fast vollständig in 
Einzelzellen zu dissoziieren. Um eine maximale Ausbeute an venulären
Endothelzellen zu erzielen, wird der gesamte Versuch unter Zuhilfenahme von 
Wärmeschrank, Durchlauferhitzer und den beschriebenen Trichtern bei 37° C 
durchgeführt. 
Verschiedene Faktoren sind für eine homogene Koronarperfusion besonders 
wichtig und wurden deshalb im Rahmen der vorliegenden Arbeit optimiert:
1. Das Ligieren der Lungenvenen (ohne Abschnürung von Vorhofgewebe!) ist 
wichtig, damit die im Verlauf der proteolytischen Perfusion undicht werdenden 
Mitralklappen nicht dazu führen, daß Perfusat über diese Gefäße verloren wird. 
2. Nachdem das Herz in das dicht verschlossene Zentrifugenröhrchen (C) (vgl. 
Abb. 24) überführt und Schlauchklemme (I) geschlossen ist, wird der
Koronarfluß allein durch die peristaltische Pumpe (E) bestimmt. Diese pumpt ab 
aus dem zuvor bei einem Perfusionsdruck von 160 mbar weit aufgedehnten 
Koronarsystem, das durch die geschilderten Maßnahmen auch bei niedrigerem
Perfusionsdruck nicht kollabieren oder sich spastisch verengen kann.
3. Während der Perfusion schwebt das Herz nahezu in einer 30 %-igen Percoll-
lösung. Da diese fast die gleiche Dichte wie das Meerschweinchenherz besitzt, 
wird verhindert, daß das an der Kanüle hängende Herz aufgrund seines 
Eigengewichtes deformiert und dabei die Perfusion des Koronarsystems 
abgeklemmt wird.
Im Anschluß an die Nachverdauung im Trichter (D) werden durch Filtration der 
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aggregate abgetrennt. Durch  Passagieren  der  Suspension durch die unter 2.3.1. 
beschriebene 20 G Einmalkanüle werden dann auch noch die letzten Gefäß-
fragmente in Einzelzellen zerlegt.
Die Vorzentrifugation des Zellgemisches in einem mit 9 ml einer 90 %-igen 
Percolllösung unterschichteten 50 ml Falconröhrchen ermöglicht bereits eine 
Abtrennung einer größeren Menge von Verunreinigungen geringer Dichte wie z. 
B. totes Zellmaterial, das mit dem Überstand abgesaugt wird. Nach Hinzufügen 
von HES bis zur 20 ml Marke und Vermischen der Schichten befinden sich die
dissoziierten Zellen in einer etwa 40 %-igen Percolllösung. 
3.3.2. Dichtegradientenzentrifugation
Aufgrund der unterschiedlichen Dichte der Einzelzellen (Blutzellen, 
verschiedene Endothelzellen, Kardiomyozyten, Fibroblasten, glatte 
Muskelzellen und Perizyten) können diese in einem linearen Percoll-
Dichtegradienten erheblich angereichert werden. Dazu eignet sich besonders 
eine in der Arbeitsgruppe von Prof. Nees entwickelte Zellseparationszentrifuge, 
deren typisches, konisch zugespitztes Separationsgefäß im unteren Teil der Abb. 
25 dargestellt ist. 
Da das Zellgemisch bereits in 40 %-igem Percoll als Probe in den Gradienten 
geschichtet wird, können Bestandteile mäßiger Dichte, z. B. kapilläre
Endothelzellen und zahlreiche kleine Überreste von Gefäßwänden, erst gar nicht 
in den Gradienten einwandern, zumal die Zentrifugalkraft an der Auftragszone 
noch recht gering ist. Die Zellen mit der höchsten Dichte – rote und weiße 
Blutkörperchen und hyperkontrahierte Herzmuskelzellen – durchqueren 
dagegen den gesamten Gradienten. Auch die intakten Kardiomyozyten wandern 
weit in den Gradienten hinein und bilden mit den venulären Endothelzellen eine 
gemeinsame Bande bei einer Dichte von 1,060-1,065 Gramm/cm3. Hinter dieser 
Bande finden sich die Peptidase negativen kapillären Endothelzellen bei 1,05 
Gramm/cm3 (sie  bilden in  Primärkultur  typische flachzellige  Kolonien, siehe 
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Abb. 25: Fraktionierung zellulärer Komponenten des Koronarsystems proteolytisch 
dissoziierter Meerschweinchenherzen mittels Percoll-Dichtegradienten-Zentrifugation. 
Die Zellkonzentrationen wurden jeweils in % der in dicht ausgesäten Primärkulturen 
mikroskopisch ausgezählten Gesamtzellen der jeweiligen Art ermittelt (= 100 %). 
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Abb. 25). Die übrigen Zellen  verteilen sich im darauffolgenden  Bereich bis zur 
Auftragszone, die durch alkalische Phosphatase gekennzeichneten Perizyten
akkumulieren in der Mitte des Gradienten zusammen mit glatten Muskelzellen 
und Fibroblasten. Die fraktionierten Zellen werden vor der Aussaat durch 
zweimaliges Waschen mit DMEM von Percollresten befreit.
3.4. Wachstumsverhalten und weitere Reinigung
3.4.1. Primärkultur und Zellausbeute
Die durch die Dichtegradientenzentrifugation hochgereinigten venulären
Endothelzellen werden in DMEM ausgesät. In diesem vergleichsweise 
einfachen Kulturmedium können innerhalb einer Woche konfluente
Primärkulturen erhalten werden, in denen die venulären Endothelzellen ihr 
typisches Markerenzym exprimieren. Die Verwendung von komplexeren 
Nährmedien mit zahlreichen Wachstumsfaktoren, wie zum Beispiel das
spezielle Wachstumsmedium der Firma Promocell (PC), führt zu keinem 
wesentlich schnelleren Wachstum der Endothelzellen, wohl aber zu
explosionsartiger Vermehrung der kontaminierenden Begleitzellen.
Kein Nährmedium konnte gefunden werden, das den venulären Endothelzellen 
einen entscheidenden Wachstumsvorteil gegenüber anwesenden glatten 
Muskelzellen, Perizyten und Fibroblasten gewährte. Letztere zeichnen sich 
durch eine nicht durch Kontaktinhibition gebremste Proliferationsfähigkeit und 
mehrschichtiges Wachstum aus, so daß sie innerhalb einer Woche in den 
Kulturen stark zunehmen und die inzwischen geformten Endothelzellkolonien 
venulärer Herkunft vollständig umzingeln. Eine solche Primärkultur ist in Abb. 
26 a zu erkennen.
Ausführliche mikroskopische Zählreihen erbrachten das Ergebnis, daß die mit 
Hilfe der Dichtegradientenzentrifugation gewonnenen und in gerade konfluent
gewordenen  Primärkulturen  versammelten venulären  Endothelzellen, bezogen 
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auf die in einem Meerschweinchenherzen vorliegende Gesamtzahl aller Zellen 
(ca. 109 Zellen pro 1 Gramm), ca. 15.000-fach angereichert werden können.
3.4.2. Reinigung der Primärkulturen venulärer Endothelzellen
Zur weiteren Reinigung der Primärkulturen kommt das im Methodenteil bereits 
ausführlich beschriebene Verfahren zum Einsatz. Durch die Inkubation der 
Kulturen mit PCmin vor der Reinigung wird eine selektiv bessere Adhäsion der 
Endothelzellen erzielt, die nach einem Tag in diesem Minimalmedium noch fest 
auf dem Schalenboden sitzen, während die Fremdzellen nur noch schwach am 
Boden haften. So kann die Wirksamkeit des verwendeten ECPS I noch stark 
erhöht werden.
Abb. 26 verdeutlicht den schrittweise entwickelten Reinigungsprozeß: In 
Teilbild c dieser Abbildung ist zu sehen, daß sich bereits 25 min nach Zugabe 
von ECPS I vorher breitbasig aufsitzende Fremdzellen zu kontrahieren 
beginnen. Teilbild d zeigt eine noch stärkere Schädigung der Fremdzellbereiche. 
Nach dem Abstoppen erholen sich die inzwischen auch etwas irritierten 
Endothelzellen wieder, während die Schädigung der Fremdzellen noch 
fortschreitet. Der Zusatz von Flavonoiden beim Abstoppen verbessert zusätzlich 
die Haftung der Endothelzellen auf dem Boden der Kulturschale so gut, daß
kräftig gespült werden kann, um so alle Fremdzellen vollständig zu entfernen 
(vgl. Abb. 26 f). Die so gereinigte Zellen sind vital und proliferieren rasch (vgl. 
Abb. 26 g und h). 
Werden alle ausgesäten VEC eines Meerschweinchenherzens nach achttägiger
Kultivation wie im Methodenteil beschrieben von Fremdzellen gereinigt, erhält 






Im Phasenkontrast erkennt man den für Endothelzellen strikt einschichtigen 
Zellrasen mit der typischen „Pflastersteinarchitektur“. Letztere bildet sich 
besonders schön heraus, wenn die Kultur für einige Tage in 
„Endothelwachstumsmedium“ der Firma Promocell (PC) inkubiert wird (Abb. 
27 b)
Ein spezielles Charakteristikum der kultivierten venulären Endothelzellen 
stellen zahlreiche schon mit diesem lichtmikroskopischen Verfahren erkennbare 
granulöse Einschlüsse dar, die möglicherweise verantwortlich sind für das 




Abb. 28: Rasterelektronenmikroskopisches Bild einer Kultur venulärer 
Endothelzellen
Ruhende, im konfluenten Verband vorliegende venuläre Endothelzellen zeigen 
eine durch Ausbuchtungen intrazellulärer Organellen beziehungsweise Granula, 
aber auch viele kurze Pseudovilli bedingte starke Profilierung ihrer Oberfläche 
(Abb. 28). Im Bereich der Zellfugen kommt es zu reißverschlußartigen
Überlappungen der benachbarten Zellen.
3.5.3. Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)
Systematische ultrastrukturelle Untersuchungen (Abb. 29) offenbaren viele 
bemerkenswerte Einzelheiten der venulären Endothelzellen. Auffallend sind 
schon der große Zellkern, reichlich vorhandenes rauhes endoplasmatisches 
Retikulum und zahlreiche Golgi-Apparate. Die vielen schlauchförmigen 
Mitochondrien umgeben den Kern in besonders hoher Konzentration. Im
Cytoplasma finden sich zahlreiche Weibel-Palade-Körperchen, die allerdings im 
Schnitt nur selten getroffen werden (vgl. Fluoreszensfärbung auf von Willebrand 
Protein in Kapitel 3.5.4.).
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Die Mehrzahl der im Phasenkontrast als „Granula“ imponierenden Strukturen 
entpuppen sich im Elektronenmikroskop als vesikulo-vakuoläre Organellen, die 
aus zahlreichen, ineinander verschachtelten Membranen, aber auch sehr 
proteinreichen Matrices zu bestehen scheinen. Wie in Abb. 29 b und e zu sehen 
ist, werden diese für venuläre Endothelzellen sehr typischen Organellen von 
einer gut ausgebildeten Doppelmembran umschlossen. 
3.5.4. Fluoreszenzfärbungen
Nachweis von Faktor VIII-Antigen
Die in transmissionselekronenmikroskopischen Querschnitten nur hin und 
wieder getroffenen Weibel-Palade-Körperchen lassen sich aufgrund ihrer 
intensiven Expression von Faktor VIII-Antigen mit hochspezifischen 
fluoreszierenden  Anitkörpern in großer  Zahl perinukleär nachweisen (Abb. 30).
Abb. 30: Immunfluorezenz-Nachweis  von   Faktor VIII-Antigen  in gezüch-
teten venulären Endothelzellen aus Meerschweinchenherzen.
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Nachweis des Ac-LDL-Rezeptors
Abb. 31: Venuläre  Endothelzellen  nach  Inkorporation von Rhodamin-markier-
tem Ac-LDL.
Im Gegensatz zu Fibroblasten und Perizyten nehmen Endothelzellen aufgrund 
ihres „Scavengerrezeptors“ schnell angebotenes Ac-LDL auf (Abb. 31) und 
bauen es in ihren Lysosomen ab. Unmarkiertes LDL hemmt konzentrations-
abhängig die Aufnahme von Ac-LDL in die venulären Endothelzellen.
Nachweis von glattmuskulärem α-Actin:
Glattmuskuläres α-Actin ist gemeinhin kein typisches Endothelzellprotein.
Venuläre Endothelzellen enthalten dieses kontraktile Protein jedoch in deutlich 
nachweisbarer Konzentration.
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Abb. 32: Nachweis glattmuskulären α-Actins in venulären Endothelzellen 
durch deutliche rote Fluoreszenz.
3.5.5. Enzymhistochemischer Nachweis von Dipeptidyl-Aminopeptidase IV
Die Abbildungen 33 a-c zeigen Endothelzellen venulären Ursprungs in 
Primärkulturen, die sich aus dem durch Dichtegradientenzentrifugation
vorgereinigten venulären Zellgemisch im Verlauf einer 2-wöchigen 
Kultivationsperiode entwickelt haben. Nur die mit typischer plasterstein-
ähnlicher Koloniearchitektur wachsenden Endothelzellklone zeigen die
enzymhistochemisch durch einen roten Farbstoff nachweisbare
Peptidaseaktivität.
Abb. 33 c zeigt einen Ausschnitt einer reinen Kultur venulärer Endothelzellen, 
die weiterhin ihr Markerenzym entfalten.
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3.6. Videokinematographische und rasterelektronen-
mikroskopische Beobachtung gezüchteter Endothelschichten
unter dem Einfluß aktivierter Blutbestandteile
Erste Untersuchungen zu dieser Thematik galten dem akuten Einfluß von 
hochkonzentriertem Thrombin (1 IU/ml) auf die Integrität venulärer 
Endothelschichten. Dazu gibt die in Abb. 34 zusammengefaßte Bilderfolge aus 
einem Zeitraffervideofilm einen direkten Einblick. Man erkennt einen dichten
Endothelrasen aus pflastersteinartigen Zellen, die durch ihre vielen 
durchscheinenden Organellen, vor allem aber durch sehr prägnante Zellfugen 
charakterisiert sind, die schon im Phasenkontrast einen dichten Eindruck 
machen. Die rasterelektronenmikroskopischen Abbildungen stark vergrößerter
venulärer Zellfugen (Abb. 35 a, b) lassen erkennen, daß jede einzelne
Endothelzelle umlaufend in ihrer peripheren Randzone durch zahlreiche 
Protrusionen charakterisiert ist, die sich in den Zellfugenbereichen
reißverschlußartig überlappen. Alle in Abb. 34 abgebildeten Zellen befinden 
sich ganz offensichtlich in einem Ruhezustand, ein genauer Vergleich der 
Organellenverteilung in jeder Zelle im hier dokumentierten Zeitverlauf macht 
aber deutlich, daß auf ultrastruktureller Ebene dennoch eine langsame, aber 
ständige Umformung der Zellen stattfindet, und daß auch die Zellen selbst 
geringe Ortswechsel vollziehen. Diese Tatsache läßt sich natürlich besonders 
überzeugend mit einem kompletten Zeitraffervideofilm belegen. Insgesamt 
befindet sich Endothelgewebe also ständig in einem Umbauprozeß. Thrombin
hat aber keinerlei akut erkennbaren Effekt auf diese Gegebenheiten, vor allem 
auch nicht im Hinblick auf eine Öffnung von Zellspalten.
In solche Schichten konfluenter Endothelzellen venulären Ursprungs integrierte
Perizyten lassen sich durch Thrombin jedoch zu einer augenblicklichen 
Kontraktion induzieren  (vgl. Abb. 36), die minutenlang   auf die lokale 
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Dichtigkeit der Zellschicht großen Einfluß hat: jedenfalls kommt es im Bereich 
des Perizyten zu einer deutlich erkennbaren Öffnung der Endothelbarriere.
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Abb. 35: Rasterelektronenmikroskopische  Aufnahmen  einer  ruhenden   Schicht kon-
fluenter  Endothelzellen venulären  Ursprungs  (Meerschweinchen).  a) Über-
sichtsaufnahme,   b)  Detailvergrößerung.   Deutlich   sind  die reißverschluß-
artigen Überlappungen der Zellgrenzen zu erkennen (siehe Pfeil).
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Werden in Gegenwart der genannten Thrombinkonzentration in das 
Inkubationsmedium auch aus Meerschweinchenblut isolierte Plättchen 
zugesetzt, werden diese durch die Gerinnungsprotease natürlich aktiviert. Die in 
Abb. 37 zusammengefaßte Zeitraffervideobildfolge zeigt aber, daß auch in 
dieser Situation die Dichtigkeit gezüchteter venulärer Gewebeschichten nicht 
wesentlich beeinflußt wird. Kleinere, gelegentlich beobachtete Öffnungs-
bereiche der Zellverbindungen in jungen Kulturen venulärer Endothelzellen 
werden sogar unter diesen Bedingungen rasch verschlossen.
Auch mit Hilfe der speziell entwickelten Reinigungsmethode rein dargestellte, 
im Verlauf des Experiments durch Zugabe von FMLP sogar besonders stark 
aktivierte Granulozyten haben keinen deutlichen Einfluß auf die Integrität der 
Zellfugen des venulären Endothelzellrasens (vgl. Abb. 38). Raster-
elektronenmikroskopische Bilder lassen jedoch (allerdings nur bei starker 
Vergrößerung) erkennen, daß direkt unter am Endothel adhärent gewordenen
Granulozytenansammlungen endotheliale Membranschäden sichtbar werden 
(Abb. 39 a, b). Derartige Einflüsse ließen sich im Experiment durch zugesetzte
Antioxidantien wie zum Beispiel 100 µM Harnsäure oder Flavonoide
(„Venoruton®“) komplett verhindern.  Die endothelialen Zellfugen erscheinen 
dagegen noch weitgehend geschlossen (Abb. 39).
Eine völlig veränderte Situation ergibt sich, wenn gezüchtete Meerschweinchen-
Endothelschichten venulären Ursprungs mit gleichzeitig durch Thrombin (1 
IU/ml) aktivierten Plättchen (ca. 106/Schale) und FMLP-aktivierten
Granulozyten (ca. 105/Schale) aus Meerschweinchenblut zusammengebracht 
werden (Abb. 40). Noch bevor die Zellen in direkten Kontakt mit der
Endothelschicht geraten, ist bereits eine beginnende Kontraktion der 
Endothelzellen evident (vgl. Abb. 40 b), die aber nicht sofort zur Öffnung von 






Freisetzungsprodukte der aktivierten Blutzellen bewirkt worden sein. 
Interessanterweise verhindert eine Vorinkubation der Plättchen, nicht aber der 
PMN, mit 10-4 M Aspirin diesen  Effekt vollständig  (nicht dargestellt in Abb. 
40). Im  Verlauf der weiteren Inkubation kommt es dann aber sehr schnell auch 
zu einer massiven und uniformen Öffnung aller Zellfugen – und bei 
prolongiertem Einwirken der aktivierten Blutzellen über mehrere Stunden –
sogar zum Absterben der Endothelzellen (nicht gezeigt in Abb. 40). Akut 
zugesetzte Flavonoide im Konzentrationsbereich 10-100 µM führen dagegen 
rasch wieder zum Schluß der endothelialen Zellfugen und zum Überleben der 
Endothelzellen, unbeeinflußt durch die immer noch gegenwärtigen aktivierten 
Blutzellen.
Eine analoge Öffnung der Endothelbarriere läßt sich auch erreichen mit der 
Zugabe des zellfreien Überstandes der ansonsten analog aktivierten und 
anschließend abzentrifugierten Blutzellen. Die zeitraffervideomikroskopischen 
Serienbilder der Abb. 41 zeigen das charakteristische Kontraktionsverhalten 
solcher Zellrasen im Zeitverlauf und deren weit geöffnete Zellfugen viel besser 
als in Abb. 40, weil hier keine Streulichteffekte an einzelnen Blutzellen die 
Bildkonturen verschlechtern. Noch eindrucksvoller geben rasterelektronen-
mikroskopische Bilder Einblick in das reparative Geschehen im Bereich der
venulären Endothelspalten unter dem Einfluß der Flavonoide (Abb. 42 a-c). In 
Gegenwart von 100 µM Flavonoiden kommt es zu einer charakteristischen 
Änderung der Morphologie der Zellen. Diese bilden zirkumferent in ihrer 
Peripherie Dutzende von langen Plasmamembranausläufern aus, die ständig 
ausgestreckt und wieder eingeholt werden. Dabei gewinnen die kugelförmig 
unter dem Einfluß von Freisetzungsprodukten der Blutzellen 
zusammengezogenen Endothelzellen innerhalb einer Stunde zunehmenden 
Bodenkontakt und breiten sich wieder flach aus. Nach ca. 2 Stunden liegt eine 





4.1. Histologische Untersuchungen zur  Identifizierung von 
koronaren Venulen und daraus isolierten Endothelzellen
Auf die erhebliche funktionelle Spezialisierung des Endothelgewebes in seinen 
verschiedenen mikrovaskulären Strohmbahnen wurde in der Einleitung bereits 
ausführlich hingewiesen. Aufgrund seiner besonderen Interaktionsfähigkeit mit 
Leukozyten aller Art wurden mittlerweile mehrere typische 
Membrankonstituenten speziell des venulären Endothels beschrieben, die sich 
grundsätzlich auch zur Identifikation der Venulen in situ, aber auch zur 
Reinheitskontrolle aus diesen kleinsten Venen isolierter Endothelzellen 
verwenden lassen57,106,149,150,157.
Im Falle der Charakterisierung von venulären Endothelzellen aus 
Meerschweinchenherzen ergibt sich allerdings auch heute noch das Problem,
daß entsprechende Antikörper gegen diese endothelialen Leukozyten-
Adhäsionsproteine fast durchweg gegen entsprechende Antigene menschlichen 
Ursprungs gerichtet sind, die geringe Kreuzreaktivität mit ihren Analoga im 
Meerschweinchen haben. Insofern ist die in der vorliegenden Arbeit 
beschriebene Identifizierungsbasis des venulären Endothels in der koronaren 
Mikrozirkulation des Meerschweinchens mit Hilfe klassischer Enzymhistologie 
auch heute noch aktuell. 
Eine Anregung zur Lösung des Problems bot die Veröffentlichung von Lojda94
aus dem Jahre 1979. Hier wurde berichtet, daß das Enzym
Dipeptidylaminopeptidase IV (Glycyl-Proline Naphthylamidase) bei 
verschiedenen Spezies in unterschiedlichen Organen wie Myokard und Lunge 
von Ratten, Duodenum und Jejunum von Meerschweinchen und Darmbiopsien 
von Menschen in  Endothelzellen des venösen  Abschnitts der  Kapillaren und in 
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kleinen Venulen nachgewiesen werden konnte, während das Enzym in größeren 
Gefäßen und auf der arteriellen Seite der Mikrozirkulation nicht nachweisbar 
war. Darauf aufbauend berichtete Lipenska93 1984 von einer Doppelfärbung der 
Mikrozirkulation auf Dipeptidylpeptidase und gleichzeitig alkalische
Phosphatase in der Skelettmuskulatur der Ratte. Als Ergebnis zeigte sich, daß
die arteriellen Segmente der Mikrozirkulation positiv für alkalische Phosphatase
waren, während die venösen Abschnitte Dipeptidylpeptidase ausprägten.
Als besonders wertvoll hat sich in unserer Hand der enzymhistochemische
Nachweis der Dipeptidylaminopeptidase IV (DAP IV) [EC 3.4.14.5] erwiesen, 
die in extremer Konzentration an den bizarren postkapillären 
Venulenkonglomeraten des Meerschweinchenherzens lokalisiert ist. Dieses 
Ektoenzym29,102 wird auch nach Anwendung des in der vorliegenden Arbeit 
beschriebenen proteolytischen Dissoziationsverfahrens für Myokardgewebe 
noch hochspezifisch von den venulären Endothelzellen exprimiert, so daß es 
auch als zuverlässiges und leicht nachweisbares Identifizierungsmerkmal für die 
Überwachung der Reinigung dieser Zellen zur Verfügung steht. Alkalische
Phosphatase erwies sich im Rahmen der eigenen histochemischen
Untersuchungen zur Unterscheidung von koronaren Mikrogefäßen in 
Schnittpräparaten im Gegensatz zur Peptidase als Markerenzym aller Kapillaren 
und Endarteriolen. Diese Befunde liegen in guter Übereinstimmung mit frühen 
Studien von Rakusan an Rattenherzen13, die – allerdings ohne Stellungnahme 
zur spezifischen zellulären Verteilung der beiden Markerenzyme – darlegten,
daß die DAP IV im venösen Schenkel, die Alkalische Phosphatase dagegen nur 
im arteriellen Schenkel der terminalen koronaren Strohmbahn vorkommt. Wie 
ausführliche Studien meiner Kollegen E. Reichenbach (Dissertationsschrift in 
Vorbereitung) und D. R. Weiss (Dissertationsschrift eingereicht im März 2004) 
zeigen, stellen beide Enzyme auch hochspezifische Marker der Mikrogefäße des 
menschlichen Ventrikelmyokards dar. Ganz analog zum Meerschwein-
chenherzen   bildet die Dipeptidase  auch hier   die Basis einer einfachen 
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enzymhistochemischen Abgrenzung der koronaren Venulen, die auch im 
Menschenherzen bizarre Konglomerate formen, die aufgrund ihres 
knollenartigen, wurzelähnlichen Aussehens mit mikroskopischen 
Ingwerwurzeln verglichen worden sind24,86. Allerdings benutzten diese frühen 
Identifizierungsstudien Tusche- beziehungsweise Silikoninjektionen  zur 
Darstellung der Gefäße. Alkalische Phosphatase stellt im menschlichen Herzen 
ein selektives Markerenzym aller aus den Radialarterien des Koronarsystems 
abzweigenden Arteriolen erster Ordnung, der sich anschließenden Arteriolen
zweiter bis vierter Ordnung, und der Kapillaren bis hin etwa zum Beginn der 
zweiten Hälfte ihrer Gesamtlänge dar. Es schließen sich dann Kapillarstrecken 
ohne alkalische Phosphatase- und DAP IV-Aktivität an, bis schließlich das 
letztgenannte Enzym zum Marker der prävenulären Kapillarstrecken und der
postkapillären Venulen wird. 
In der vorliegenden Arbeit wurden die geschilderten histochemischen
Untersuchungen an Myokardschnitten durch entsprechende Studien an isolierten 
Mikrogefäßen ergänzt, die mit Hilfe einer neuentwickelten Isolierungstechnik in 
Zukunft auch aus Herzen anderer Tierspezies erhalten werden können. Derartige 
Präparate erleichtern die Aussage zur Präsenz bestimmter Antigene in den 
verschiedenen Segmenten der koronaren Mikrozirkulation erheblich und lassen 
sich leicht in den Dienst noch vieler anderer Anwendungen stellen.
Durch Einbringen steril gewonnener Mikrogefäßnetze in Gewebekulturen ließ
sich im Rahmen der vorliegenden Arbeit die bereits diskutierte Aussage, daß
DAP IV ein hochspezifisches Markerenzym der postkapillären Venulen ist, 
erstmalig auch auf zellulärer Ebene differenzieren: es handelt sich um ein 
selektives Antigen der Endothelzellen venulären Ursprungs. Vergleichende 
Untersuchungen in Zellkulturen kapillären und arteriolären Ursprungs haben in 
der Arbeitsgruppe von Professor Nees mittlerweile gezeigt, daß die 
Endothelzellen dieser koronaren Mikrogefäße keine nachweisbare DAP-
Aktivität  besitzen.   In  weiterführenden  Untersuchungen  konnte  auch  geklärt 
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werden, daß Alkalische Phosphatase ein Markerenzym der arteriolären Perizyten
und der sich arteriolär anschließenden kapillären Perizyten ist (entsprechende 
Publikationen sind gegenwärtig in Vorbereitung). 
4.2. Isolierung reiner Granulozyten und gewaschener Plättchen 
aus Meerschweinchenblut
Um die geplanten mikroskopischen Studien zur Interaktion von Plättchen, PMN 
und venulären Endothelzellen im homologen System ohne immunologische 
Komplikationen durchführen zu können, war es nötig, auch die Blutzellen  aus 
Meerschweinchen zu isolieren.
Für das Waschen von Plättchen wurde das im Methodenteil beschriebene 
Verfahren speziell entwickelt. Durch die Zugabe des Hemmstoffs Adenosin
konnte erreicht werden, daß diese hochempfindlichen Zellen während der 
Abtrennung  vom Ausgangsplasma durch Zentrifugation nicht erkennbar 
aktiviert wurden. Adenosin ließ sich anschließend auf sehr einfache Weise durch 
zugesetzte Adenosindesaminase wieder entfernen.
Bewährte Verfahren, hochgereinigte polymorphonukleäre Granulozyten zu 
erhalten, standen routinemäßig aber lediglich für das humane Zellsystem zur 
Verfügung. So lassen sich mit einem kommerziell erhältlichen, hyperton
eingestellten Dichtegradientenmedium („Polymorphprep™“) aus menschlichem 
Blut routinemäßig innerhalb einer Stunde sehr reine PMN durch einfache
Zentrifugation isolieren, zur analogen Reinigung derselben Zellen aus 
Meerschweinchenblut bedurfte es aber aufgrund ganz anderer spezifischer 
Dichten und Größen der Plättchen und Granulozyten einiger zusätzlicher 
Schritte. Letztere wurden speziell im Rahmen der vorliegenden Arbeit 
entwickelt und schon im Methodenteil beschrieben. In der Literatur wurde 
unseres Wissens bisher keine Methode beschrieben, mit deren Hilfe derart 
hochgereinigte   und   nicht   aktivierte   PMN aus Meerschweinchenblut   auf 
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einfachere Weise isoliert werden können. Der einzige bisher in diese Richtung 
gehende Ansatz von Berton et al17 gewann neutrophile Granulozyten aus 
Meerschweinchen durch Peritoneallavage 20 Stunden nach intraperitonealer
Injektion einer 1 %-igen Caseinlösung. Bei diesem Verfahren ist jedoch von 
einer deutlichen Vorstimulation der PMN auszugehen, da sie ja schon
pathophysiologischerweise im Tier bereits in die Bauchhöhle mobilisiert 
wurden. Außerdem sind die benötigten Caseinlösungen nicht in der benötigten 
Reinheit zu erhalten (chemotaktische Peptidbeimengungen, Endotoxine etc. als 
Verunreinigungen vorhanden). Für die beschriebenen Interaktionsversuche war 
aber die Verwendung nicht vorstimulierter PMN nötig, um deren Einfluß auf
venuläres Endothel in aktivierter und nicht aktivierter Form untersuchen zu 
können. 
So homogen, wie die nach dem beschriebenen Verfahren gereinigten PMN-
Suspensionen zusammengesetzt waren, so aufwendig war allerdings der
präparative Aufwand und die geringe Ausbeute an Leukozyten. Die erhaltenen 
Zellsuspensionen reichten jeweils gerade aus für eine einzige Filmserie im 
Rahmen der geplanten mikroskopischen Untersuchungen. Für weitergehende, 
zum Beispiel auch biochemische oder molekularbiologische Untersuchungen im 
Meerschweinchensystem wären analoge Reinigungsanstrengungen sicherlich zu 
aufwendig. Allerdings gelingt es aufbauend auf den hier beschriebenen 
Methoden der Arbeitsgruppe um Professor Nees mittlerweile, venuläre
Endothelzellen aus menschlichen Explantatherzen zu isolieren und zu züchten. 
Deren Interaktionen mit den wesentlich einfacher zu isolierenden menschlichen 
Plättchen und PMN lassen sich nun in jeder beliebigen Richtung nahezu 
unbeschränkt erforschen.
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4.3. Isolierung von Primärkulturen venulärer Endothelzellen
Die Isolierung venulärer Endothelzellen aus dem Koronarsystem stellte eine 
besonders komplexe experimentelle Herausforderung im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit dar. Die bisher in der Literatur reklamierten 
Isolationsmethoden für venuläre Endothelzellen beschränkten sich fast 
ausschließlich auf lymphatische Organe wie Lymphknoten oder Tonsillen1,2,10,28. 
Dabei wurde allerdings zum Teil keine spezifische Abtrennung der venulären
Endothelzellen von Endothelzellen anderer Gefäßabschnitte überzeugend 
dargelegt. Meist wurden immunologische Trennmethoden eingesetzt, die wie 
zum Beispiel die Fluoreszenz-aktivierte Zellseparation FACS20 auf 
immunologischen Markierungen (zum Beispiel von Willebrand Faktor und Ac-
LDL-Rezeptor) fußte, die angeblich allen Endothelzellen zu Eigen sein sollen. 
Es liegt aber auf der Hand, daß der typische Antigenbesatz einer Zellart in situ
sich unter der Einwirkung von Proteasen, wie sie für die Dissoziierung der 
Zellen unabdingbar sind, entscheidend verändern kann. So könnten venuläre
Endothelzellen physiologische Oberflächenantigene unter Umständen verlieren, 
oder sie könnten unter der proteolytischen Reizwirkung auf ihrer Zellmembran 
vorher nicht vorhandene, untypische Antigene exprimieren75.
In einem nicht lymphatischen, besonders fest gefügten Organ wie dem Herzen 
ergeben sich nicht nur die zwei gravierenden Probleme, die Gewebetypen bis 
zur kompletten Dissoziation der Einzelzellen aufzugliedern und dabei die volle 
Vitalität der interessierenden Zellen zu erhalten, sondern außerdem die 
Schwierigkeit, auch die vielen anderen Zellarten (Endothelzellen anderen 
Gefäßursprungs oder aus Lymphgefäßen, glatte Muskelzellen, Perizyten,
Kardiomyozyten, Bindegewebszellen etc.) von den erwünschten venulären 
Endothelzellen abzutrennen. Versuche, die Venulen eines Organs in vivo 
farblich zu markieren und nach Exzision des Organs die Venulen nach 
spezifischer Vormarkierung von Hand zu isolieren – ein Vorgehen, wie es schon 
im  Cremastermuskel  der  Ratte  praktiziert  worden  ist110 – würde  schon vom 
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Ansatz her keine hinreichende Abtrennung von Fremdzellen ermöglichen und 
wäre außerdem im Herzgewebe viel zu aufwendig. Eine andere in der Literatur 
beschriebene Methode, um venuläre Endothelzellen aus Rinderherzen zu 
isolieren, verwendete sogenannte Mikrokügelchen („mikrobeads“), deren Größe 
speziell nach dem Durchmesser der Venulen gewählt wurde114. Es wurde 
behauptet, daß solche Kügelchen nach retrograder Perfusion des 
Koronarsystems selektiv in den Venulen stecken bleiben, von venulären
Endothelzellen überzogen und anschließend antegrad wieder aus dem sinus 
coronarius gespült werden können. Angesichts der hohen Schwankungsbreite 
des Durchmessers der Venulen135,157 und der ausgeprägten Empfindlichkeit der
venulären Endothelzellen im Gewebeverband auf mechanische Reize, 
verwundert die reklamierte Spezifität der Methode, nicht aber ihre geringe 
Ausbeute. Es erscheint außerdem nicht ausgeschlossen, daß Mikroperlen in 
größeren venösen Gefäßen zu liegen kommen, so daß bei Anwendung dieses 
Verfahrens wohl oft statt der venulären Endothelzellen solche venösen 
Ursprungs isoliert werden. 
Realistisch betrachtet konnten alle genannten Autoren mithin keinen heutigen 
Ansprüchen an die Selektivität genügenden Beweis erbringen, daß die von ihnen 
isolierten Endothelzellen tatsächlich venulären Ursprungs waren.
Es galt deshalb, eine spezifische Trennmethode verfügbar zu machen, die 
mindestens eine Eigenschaft der venulären Endothelzellen nutzt, die sich bei 
ihrer Isolierung kaum ändert. Wie schon die in der Literatur beobachteten und 
auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit beschriebenen elektronendichten
Granula im Zytoplasma der venulären Endothelzellen135 vermuten ließen, 
könnten sich Endothelzellen dieses vaskulären Ursprungs durch ein deutlich 
höheres spezifisches Gewicht als die mikrovaskulären Endothelzellen anderer 
Gefäßabschnitte auszeichnen. Außerdem besitzen solchen Endothelzellen eine 
beachtliche Größe.
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Vor diesem Hintergrund verwendeten wir die Dichtegradientenzentrifugation mit 
osmotisch zu vernachlässigenden, imprägnierten Siliziumdioxid-mikropartikeln
(„Percoll“) als Dichtegradientenmaterial126 zur Auftrennung myokardialer
Zellgemische. In der Arbeitsgruppe von Professor Nees stand am 
Physiologischen Institut eine speziell entwickelte sehr zweckmäßige Zentrifuge 
zur Verfügung, die während des Laufes ohne störende Verwirbelung die 
Einschichtung des Dichtegradienten und nach Auftrennung des Zellgemisches 
dessen besonders scharfe Fraktionierung ermöglichte. Tatsächlich ergab sich 
dabei, daß venuläre Endothelzellen ein besonders hohes spezifisches Gewicht 
(größer 1,06 Gramm pro ml) besitzen und so in selektiver Weise in tiefe 
Schichten des Gradienten eindringen.
Allerdings war es eine unabdingbare Voraussetzung für den erzielbaren 
Trennerfolg, zuvor eine möglichst vollständige und schonende Dissoziation des 
gesamten Myokardgewebes und den Erhalt einer homogenen Zellsuspension als 
Ausgang des Trennverfahrens zu erzielen. Dies gelang mit Hilfe des im 
Methodenteil beschriebenen, speziell für diesen Zweck entwickelten 
Versuchsaufbaus. Bei der Perfusion des Koronarsystems mit der Proteaselösung 
war es von großem Nutzen, ein Abknicken der Herzkranzgefäße oder eine 
sonstige Deformierung des Gefäßsystems zu verhindern, indem das Herz in einer
isodensen (30 %-igen) Percolllösung schwebte. Durch Perfusion der Koronarien 
mit gleichbleibendem Druck von 160 mbar und konstantem Fluß von 1 ml/min 
konnte zudem eine vollkommen homogene Perfusion des Myokards in allen 
seinen Kapillarstrecken erreicht und ein Kollabieren der zuführenden 
Koronararterien auch nach längerer Einwirkzeit der Proteaselösung verhindert 
werden.
Günstig für die Vitalität der isolierten Zellen wirkte sich auch die im 
Methodenteil beschriebene säulenchromatographische Vorreinigung der 
käuflichen Kollagenase aus,  wobei offenbar toxische Peptide abgetrennt wurden.
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Zweckmäßigerweise wurde die Apparatur so aufgebaut, daß sämtliche 
Arbeitsschritte bei 37°C und unter sterilen Bedingungen erfolgen konnten.
Um eine Verunreinigung mit Mesothel weitgehend auszuschließen wurde vor 
dem Perfusionsvorgang das Perikard möglichst sorgfältig entfernt. Denn später 
in der Zellkultur war es schwierig, Endothelzellen von Mesothelzellen, welche 
denselben embryonalen Ursprung haben, zu unterscheiden. Letztere können 
nicht nur in Aussehen und Wachstumsverhalten, sondern auch in der Reaktion 
auf gängige Endothelzellmarker den Endothelzellen ähneln89,153.
Die von uns zur Charakterisierung der Endothelzellen eingesetzten 
Nachweismethoden (von Willebrand Antigen, DAP IV, typische Morphologie 
der gezüchteten Zellen sowie ihre sich auch in Gewebekulturen entwickelnde, 
besonders prägnante Koloniearchitektur in Form von Pflastersteinbelägen) 
erlaubten ihre zweifelsfreie Identifizierung auch deshalb ganz besonders, weil 
zuvor ausführliche histochemische Studien an intaktem Ventrikelmyokard
durchgeführt worden waren und es gelungen war, intakte venuläre
Gefäßsegmente mit analogen Methoden zu identifizieren und in ihrem 
Wachstum in Gewebekulturen zu verfolgen.
Die aus allen methodischen Anstrengungen resultierende Tatsache, daß es nun 
gelungen ist, homogen zusammengesetzte Kulturen venulärer Endothelzellen in
vitro zu gewinnen, eröffnet erstmalig die Möglichkeit, unter definierten in vitro
Bedingungen die auch in medizinischer Hinsicht interessanten Interaktionen des
venulären Endothels mit Bestandteilen des Blutes unter kontrollierten 
Versuchsbedingungen zu studieren. Viele weiterführende Experimente im 
Arbeitskreis um Professor Nees zeigen außerdem schon heute, daß die im 
Rahmen der vorliegenden Arbeit am Meerschweinchenherzen erprobte
Methodik auch auf Herzen anderer Tierspezies und am Menschenherzen mit 
Erfolg angewendet werden kann.
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4.4. Interaktion mit Plättchen und Leukozyten und deren 
Überständen
Die Entstehung entzündlich bedingter Ödeme stellt im Körper des Menschen 
und natürlich auch vieler anderer Lebewesen zunächst einmal ein 
physiologisches, der Abwehr von Krankheitserregern dienendes Ereignis dar, 
das sich aber auch zu einem schwerwiegenden pathophysiologischen Geschehen 
entwickeln kann. In der Folge solcher Ödembildung kann es zu Ischämie,
Thrombosierung, Blutdruckabfall und Hypovolämie kommen, also zu –
innerhalb des betroffenen Organes, aber auch generalisiert im gesamten Körper 
– lebensbedrohlichen Folgen. 
Welche Mechanismen führen dazu, daß die Permeabilität des vaskulären 
Endothels über das Normalmaß erhöht wird? Viele Wissenschaftler haben 
inzwischen an dieser Frage gearbeitet, sind dabei jedoch zu recht 
unterschiedlichen Ergebnissen gekommen. 
Bekannt ist, daß ein Stimulus, wie zum Beispiel ein Gefäßverschluß,
Hypoxämie, eine mechanische Gefäßverletzung oder eine bakterielle oder virale
Infektion, letztendlich zur Ausschüttung einer großen Anzahl entzündlicher
Mediatoren führt, unter deren Einfluß sich die Endothelbarriere öffnet. Doch 
woher stammen diese Mediatoren, um welche Verbindungen handelt es sich und 
in welchen mikrovaskulären Strombahnen entfalten sie ihre 
permeabilitätserhöhende Wirkung?
Die letzte Frage läßt sich inzwischen recht eindeutig beantworten, denn es hat 
sich nicht zuletzt in verschiedenen in vivo Studien gezeigt, daß die 
Prädilektionsstelle für die Entstehung von Ödemen durch Hyperpermeabilität 
und das Auswandern von Entzündungszellen aus dem Blut eindeutig das
Endothel der postkapillären Venulen darstellt3,7,18,62,73,79,80,91,92,100,107,119,120,121,122, 
125,133,138,148,154. 
85
Um nun auch vertieft der Beantwortung der Fragen nach dem Ursprung und der 
Natur der Entzündungsmediatoren nachgehen zu können, erschien nicht nur die 
Isolierung und verbesserte Zugänglichkeit der hochspezialisierten 
Endothelzellen venulären Ursprungs, sondern auch die bestimmten Blutzellen 
derselben Tierspezies unter genau definierten Bedingungen unerläßlich.
Die Frage, welchen zellulären Ursprungs in Frage kommende Mediatoren
haben, läßt sich aus der Literatur bis zum heutigen Zeitpunkt nicht eindeutig 
beantworten. Auf jeden Fall könnten Entzündungsmediatoren auch aus dem Blut 
stammen. Als zelluläre Ursprungsorte kämen in diesem Fall in erster Linie die 
Blutzellen in Frage, die an einem Entzündungsfokus rasch akkumulieren und 
dort auch schnell aktiviert werden können. Neutrophile Granulozyten („PMN“) 
bilden die Hauptgruppe der an der akuten Immunabwehr beteiligten Blutzellen. 
Neben der Fähigkeit zur Phagozytose enthalten sie verschieden Granula zur 
Speicherung insbesondere zahlreicher hydrolytischer Enzyme136, die im 
Bedarfsfall deshalb rasch und in hoher Konzentration freigesetzt werden 
können. Mit Hilfe einer NADPH-abhängigen, membranständigen Oxidase sind 
PMN auch zur Bildung von H2O2 befähigt9,18,77,101,136, das in Gegenwart 
zweiwertiger Metallionen rasch zu einer Reihe von Sauerstoffradikalen zerfallen 
kann, die ein noch höheres Oxidationspotential als das Wasserstoffperoxid
besitzen. PMN können mit Hilfe des Enzyms Myeloperoxidase auch
hypochlorige Säure bilden18,77,136, ebenfalls ein scharfes Oxidationsmittel. 
Darüber hinaus verfügen die PMN über einen komplexen
Eikosanoidstoffwechsel mit der Möglichkeit zur Synthese von Leukotrienen136, 
die bekanntlich wichtige Entzündungsmediatoren darstellen.
Blutplättchen sind nach neuesten Literaturbefunden äußerst wichtige 
Kooperationspartner der Granulozyten9,38,44,63,82,83,85,115,127,142,161. Sie stellen nicht 
nur die besonders akut reagierende, zelluläre Komponente des
Hämostasesystems   dar,    indem   sie – nach    Aktivierung  entsprechender 
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Rezeptoren und durch Verklebung mit Fibrinmolekülen – massenhaft
aggregieren und dabei den „weißen Thrombus“, also einen sofort wirkenden, 
provisorischen Wundverschluß formen136. Vielmehr können diese relativ kleinen
korpuskulären Bestandteile des Blutes auch eine ganze Reihe pharmakologisch 
aktiver Substanzen, wie z. B. Prostanoide und Kinine136, bilden und freisetzen 
und mit Hilfe insbesondere von P-Selectin in spezifischer Weise mit den
neutrophilen Granulozyten Aggregate bilden, innerhalb derer sie 
möglicherweise metabolisch eng kooperieren. Bis vor kurzem wurden die
Thrombozyten im Rahmen eines Entzündungsprozesses in der Literatur 
allerdings weitgehend vernachlässigt. 
Wenn es im Bereich eines Entzündungsherdes zur Endothelverletztung durch 
einen der oben genannten Stimuli kommt, verursachen die nun freiliegenden
subendothelialen Bindegewebsfasern (z. B. Kollagene, von Willebrand Faktor) 
die Adhäsion und Aktivierung einer zunehmenden Anzahl von 
Thrombozyten55,167. In der Folge kommt es rasch zu Interaktionen zwischen auf 
aktivierten Thrombozyten aktiviertem P-Selektin und PSGL-1 auf den 
vorbeiströmenden PMN140,  so daß an der Gefäßwand adhärente Blutplättchen 
Leukozyten regelrecht aus dem Blutstrom rekrutieren können63,85. Auch andere 
Untersucher haben unterstrichen, daß Plättchen eine entscheidende Rolle dabei 
spielen, den Leukozyten den Weg zum Endothel zu weisen38,40 und daß an
subendothelialer Matrix adhärente Blutplättchen sowohl das Rollen, als auch die 
Adhäsion und die Transmigration von Leukozyten unterstützen39,82,83.  Dieser 
Erstkontakt der beiden Zellarten führt zu einer vermehrten Expression des
Integrins Mac-1 auf den PMN115, Mac-1 wiederum ist ein Ligand für das auf 
Plättchen exprimierte JAM-C142, somit werden weitere Interaktionen zwischen 
PMN und Thrombozyten ermöglicht und eine gegenseitige Aktivierung 
eingeleitet. Von hoher Bedeutung bei diesen Prozessen erwiesen sich auch die 
Expression von PECAM-1117,151 und JAM-A97,104 auf der
Thrombozytenoberfläche,   wobei noch   etliche Details   des Vorganges  der 
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gegenseitigen Aktivierung, insbesondere die Freisetzung bestimmter
Entzündungsmediatoren, ungeklärt sind. Als Folge kommt es aber offensichtlich 
zu einer Aktivierung des Enzyms Myosinleichtkettenkinase (MLCK) in der
venulären Endothelzelle70, das Myosin-Leichtketten phosphoryliert, wodurch 
eine Polymerisation des endothelialen Aktins und damit eine Kontraktion der 
Endothelzellen induziert wird61,108,109,146. Dieser Prozeß leitet Ödeme ein, deren 
physiologischer Zweck sicherlich ganz wesentlich darin besteht, humorale
Komponenten (wie z. B. Komplementfaktoren) der akuten Immunabwehr an 
einen extravasal gelegenen Entzündungsherd heranzubringen.
Angesichts der beeindruckenden Möglichkeiten zur Interaktion und 
gegenseitigen Aktivierung von Thrombozyten und PMN, erschien es besonders 
vielversprechend, unter definierten in vitro Bedingungen Methoden zu 
erarbeiten, mit denen die Interaktionen dieser beiden Blutzellarten mit dem
venulären Endothel direkt beobachtet werden können.  Das Hauptaugenmerk 
wurde auf einen Versuchsaufbau gelegt, der es gestattete die Interaktionen im 
zeitlichen Verlauf über bis zu 24 Stunden bei hoher Vergrößerung zu 
beobachten. Natürlich sollten für die Zellen weitgehend physiologische 
Umgebungsbedingungen geschaffen werden, um relevante Ergebnisse zu 
erzielen. Die insgesamt komplexen logistischen Vorbereitungen kulminierten in 
dem in Abb. 11 (Seite 32) gezeigten Versuchsaufbau. Mit Hilfe des 
Spezialinkubators konnten die jeweiligen Petrischalen bei 37° Celsius und 
einem definierten pCO2 gehalten und zugleich mit einer alle Abläufe 
dokumentierenden Videokamera beobachtet werden. Als besonders zweckmäßig 
erwies sich die Abführung des erwärmten Luftstromes über das der 
Anschmiegung des Objektives dienende Loch im Boden des Inkubators. Auf 
diese Weise konnten auch die beobachteten Zellen exakt über längere Zeiträume 
unter den eingestellten Bedingungen (Temperatur!) gehalten werden. Diese 
Studien werden ergänzt   durch   rasterelektronenmikroskopische und 
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histochemische Untersuchungen an den nach definierten Interaktionsphasen 
fixierten Zellkulturen.
In der Literatur wird vielfach berichtet, Thrombin erhöhe die Permeabilität 
gezüchteter Endothelzellrasen in markanter Weise5,6,12,35,42,95,96,98,99,118,128,132. 
Unsere Experimente belegten aber, daß homogen zusammengesetzte Schichten
venulärer Endotehlzellen ihre Interzellularfugen unter dem Einfluß der
Gerinnungsprotease selbst dann nicht öffnen, wenn diese in sehr hoher 
Konzentration (1 IU/ml) angeboten wird. Handelt es sich dagegen nicht um eine 
homogene Endothelschicht, sondern einen Zellrasen, in den subendotheliale
Begleitzellen der Venulen (Perizyten?) eingestreut sind, läßt sich mit
videokinematographischer Technik eine spezifische, Thrombin-vermittelte 
Kontraktion dieser Zellen nachweisen (vgl. Bilderserie in Abb. 36, Seite 66). Im 
Bereich solcher Zellen wird also die Permeabilität der Zellschicht enorm erhöht. 
In quantitativer Hinsicht lassen sich solche Prozesse durch Erfassung der 
hydraulischen Konduktivität auf porösen Filtern gezüchteter Endothelrasen
darstellen. In der Arbeitsgruppe von Professor Nees ließ sich auf diese Weise 
zeigen, daß absolut homogene Endothelrasen tatsächlich keinerlei Erhöhung der 
hydraulischen Konduktivität unter dem Einfluß von Thrombin entwickeln. 
Einstreuung subendothelialer Zellen in derartige Zellrasen führt allerdings dann 
schon zu meßbaren, Thrombin-induzierten Erhöhungen der hydraulischen
Konduktivität, wenn der Fremdzellanteil nur wenig größer als 2 Prozent ist. Auf 
der Grundlage dieser Erkenntnisse erscheint die Diskrepanz unserer Befunde mit 
denen der Literatur als geklärt: derartige Versuche sind nur unter strikter 
Berücksichtigung der Reinheit der gezüchteten Zellrasen aussagekräftig. Dafür 
gibt es in allen recherchierten Bezugsarbeiten allerdings nie befriedigende 
Belege. Neuerdings wird auch die Thrombin-induzierte Permeabilitätserhöhung 
durch in situ-Experimente an Blut-perfundierten Venulen stark in Zweifel 
gestellt32.
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Die Beobachtung, daß isolierte, mit Thrombin aktivierte Blutplättchen eher zu 
einer Abdichtung eines Endothelzellrasens führen, deckt sich mit mehreren 
Literaturbefunden4,124. Alexander führte die Stärkung der endothelialen
Barrierefunktion auf die von den Plättchen sezernierte Lysophosphatidylsäure
zurück. 
Nachdem in der Literatur sehr unterschiedliche Meinungen zu einer möglichen
oxidativen oder hydrolytischen Schädigung des Endothels durch aktivierte PMN 
vertreten werden, war die Beobachtung der Interaktionen dieser Zellen mit den
Endothelkulturen besonders interessant. Weder in meinen Zeitraffer-
videomikrokinematographischen Untersuchungen (Abb. 38, Seite 69), noch in 
weiterführenden Filtrationsstudien im Labor von Professor Nees konnte aber 
unter dem Einfluß aktivierter PMN eine Öffnung der Interzellularspalten 
nachgewiesen werden. Am venulären Endothel adhärente PMN können zwar, 
wie einige rasterelektronenmikroskopische Bilder belegen – wahrscheinlich 
durch freigesetzte Autoxidantien wie zum Beispiel H2O2 bedingt – eine lokal 
sehr stark begrenzte Endothellyse verursachen, die interendothelialen Junktions
bleiben aber geschlossen. 
Mehrere Autoren schreiben jedoch, daß aktivierte Leukozyten alleine, auch ohne 
das Mitwirken anderer Zellen eine Permeabilitätssteigerung durch Freisetzung 
aggressiver Sauerstoffverbindungen verursachen46,60,152,166. Durchweg wird in 
derartigen Artikeln aber nicht dem Gedanken Rechnung getragen, daß in situ
immer auch Blutplättchen zugegen sind, die an einer Endothelschädigung
beteiligt sein könnten. Auch wird immer wieder behauptet, die Transmigration
von PMN durch eine Endothelschicht ziehe eine Erhöhung der
Endothelpermeabilität nach sich34,46. 
Immer mehr Wissenschaftler erkennen jedoch inzwischen die
pathophysiologische   Gewichtigkeit  einer   möglichen  engen  Kooperation  der 
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PMN mit den in situ immer in hoher Konzentration präsenten 
Plättchen9,16,44,65,71,76,82,83,127. Unsere Befunde, daß gleichzeitig aktivierte PMN 
und Plättchen, wahrscheinlich aufgrund freigesetzter Eikosanoidverbindungen, 
zu einer enormen Permeabilitätserhöhung des venulären Endothels führen, 
könnten dadurch eine wachsende Unterstützung erfahren. 
Nachdem die Ergebnisse meiner Untersuchungen ergeben hatten, daß für die 
Öffnung der Endothelbarriere die gleichzeitige und sehr wahrscheinlich 
gegenseitige Aktivierung von PMN und Blutplättchen nötig ist, sollte weiterhin 
geklärt werden, ob die Anwesenheit der Blutzellen selbst – und somit die 
Möglichkeit direkter Interaktionen zwischen ihnen und dem Endothel – für die 
beobachteten Endothelschäden erforderlich ist. So wurden gewaschene
Thrombozyten und PMN im Verhältnis 10:1 in einem Eppendorfgefäß mit
Thrombin und FMLP voraktiviert und abzentrifugiert. Der Überstand, der 
eventuell freigesetzte Mediatoren enthalten mußte, wurde nun ohne zelluläre 
Blutbestandteile auf die Endothelzellen gegeben. Es zeigte sich in der Folge die 
gleiche für die Gefäßdichtigkeit deletäre Reaktion der Endothelzellen: die
venulären Endothelzellen kontrahierten sich und kugelten sich ab. Wurde ein 
solches Experiment über 8 Stunden druchgeführt, waren die
Endothelzellkulturen trotz eines anschließenden Mediumwechsels nicht mehr 
lebensfähig. 
Somit läßt sich erahnen, welch schwere Folgen vergleichbare Vorgänge im 
menschlichen Körper hinterlassen können. Von großem, auch medizinischem 
Interesse ist daher die Suche nach Medikamenten, die das venuläre Endothel vor 
solchen Schäden bewahren und vielleicht sogar die Reparatur eines durch 
Plättchen/PMN-Freisetzungsprodukte angegriffenen Endothels bewirken.
Im Rahmen mehrerer Versuchsreihen wurde deutlich, daß nach vorheriger 
Inaktivierung der COX I der Plättchen durch 100 µM Acetylsalicylsäure (ASS) 
im Gemisch  mit   aktivierten   PMN  die deletären   Freisetzungsprodukte  der 
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metabolisch kooperierenden Blutzellen offenbar ausbleiben. Hingegen hatte die 
Zugabe von ASS in die Endothelkultur vor Zugabe der voraktivierten Blutzellen 
keinen schützenden oder reparativen Effekt auf das Endothel. Daraus können 
zwei Schlüsse gezogen werden: Zum einen handelt es sich bei den Endothel-
schädigenden Freisetzungsprodukten wahrscheinlich um Eikosanoide, für deren 
Synthese eine metabolische Kooperation von Plättchen und PMN wichtig ist. 
Zum anderen wirkt ASS nicht als direkter Antagonist der Freisetzungsprodukte 
der aktivierten Blutzellen am Endothel.
Als weiterer sehr erfolgversprechender pharmakologischer Ansatz für die 
zielgerichtete Endothelprotektion erwies sich im Rahmen dieser Arbeit der 
Einsatz bestimmter Flavonoide (Hydroxyethyl-Rutoside = HR). Sie können 
konzentrationsabhängig nicht nur – vor einer Aktivierung der Blutzellen 
zugegeben – eine Schädigung des Endothels durch aktivierte Plättchen und 
PMN verhindern, sondern sogar noch nach bereits erfolgter Öffnung der
endothelialen Zellfugen eine sofort beginnende Umkehr des Prozesses und im 
Verlauf weniger Stunden die Wiederabdichtung des venulären 
Endothelzellverbandes bewirken. Auch in der Fachliteratur ist die Fähigkeit 
verschiedener Flavonoidverbindungen zur Endothelabdichtung schon 
beschrieben worden22,33,51,52,58,113,129. Ein vertieftes Studium der Literatur läßt
mehrere Ansatzpunkte für den Wirkmechanismus erkennen. Übereinstimmung 
herrscht über den antioxidativen Effekt der Flavonoide23,26,40,41,67,88,90,131,165. 
Diese Wirkung ist sicherlich auch dafür verantwortlich, daß durch Einsatz von
Flavonoiden in unseren Experimenten die (insgesamt recht schwache) 
Schädigung des Endothels durch alleine einwirkenden, FMLP-aktivierte
adhärente PMN verhindert werden konnte. 
Eine andere Wirkschiene der Flavonoide könnte auch ihre hemmende Wirkung 
auf Thrombozyten darstellen25,49,111, analog auch auf die Adhäsion von 
Leukozyten51. Derartige Effekte können wohl auch zum Teil den präventiven 
Effekt der Flavonoide in unseren Experimenten erklären. 
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Ganz offensichtlich erniedrigen Flavonoide aber auch die Fähigkeit der 
Endothelzellen zur Kontraktilität, was nicht zuletzt auf ihre Fähigkeit 
zurückzuführen sein dürfte, eine vermehrte Stickstoffmonoxid- (NO-) Synthese 
in diesem, auf diesen Stoffwechselweg besonders spezialisierten, Endothel160 zu 
induzieren49. Interessanterweise – wenn auch nicht in direkt erkennbarem 
Zusammenhang mit unseren Befunden stehend – konnte Flavonoiden auch eine
Einflußnahme auf die Produktion von γ-Interferon (Th-1 Antwort) und 
Interleukin 4 (Th-2 Antwort) im Endothel, sowie eine antiapoptotische Wirkung 
auf Endothelzellen27 zugeschrieben werden. Förderlich für solche möglichen 
therapeutischen Effekte oral verabreichter Flavonoide am Endothel wäre in 
jedem Fall ihre selektive Akkumulation in diesem Gewebe, wie schon vor einer 
Reihe von Jahren durch konfokale Mikroskopie berichtet wurde116. 
Leider gibt es in der Literatur bisher noch keine überzeugenden klinischen 
Daten zur Vorbeugung bestimmter vaskulärer Erkrankungen (Arteriosklerose, 
chronisch venöse Insuffizienz, etc.) mit Flavonoiden. Aufgrund ihrer 
ausgeprägten Endothel-abdichtenden Wirkung wäre es auch denkbar, daß durch 
Anwendung von Flavonoiden ein vielversprechender therapeutischer Ansatz zur 
Prävention von hämatogenen Metastasierungen bei malignen Tumoren zu 
begründen wäre.
Unabhängig von allen diesen möglichen klinischen und anwendungsorientierten 
Aspekten ergab sich für uns jedenfalls auch schon ein konkreter Nutzeffekt im 
Rahmen der Anwendung der Flavonoide. Diese wurden nämlich mit großem 
Erfolg bei der Reinigung unserer Primärkulturen venulären Ursprungs eingesetzt 
(vgl. Abb. 26). Dabei wurde erreicht, daß die Endothelzellen dem Schalenboden 
besser anhafteten und eine größere Scherkraftresistenz während des im Verlauf 
der hochspezifischen Reinigungsprozedur notwendigen Spülverfahrens 
entwickelten. Kontaminierende Begleitzellen konnten so nach der 
Vorbehandlung mit ECPS selektiv weggespült werden.
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4.5. Ausblick
Zum Abschluß der vorliegenden Dissertationsarbeit soll nun noch versucht 
werden, die in den vorausgegangenen Kapiteln geschilderten und diskutierten
humoralen und zellulären Interaktionen im Bereich entzündlich aktivierter 
Venulen durch eine schematische Serie von Computergraphiken in einen etwas 
breiteren pathogenetischen Rahmen zu stellen und dabei vor allem ihren








































































































































































Abb. 43 a: Schrittweise Darstellung  von Einzelprozessen im Verlauf  eines akuten Entzün-
                 dungsprozesses.
                 a) Aktivierung  von  Plättchen  und  neutrophilen  Granulozyten, wahrscheinlich 
                 durch  entzündlich  stimulierte  Freisetzungsprodukte  (*)  des  lokal  aktivierten
                 Gefäßendothels. In  metabolischer Kooperation zwischen  den aktivierten  Plätt-
                 chen und  Granulozyten  gebildete,  sehr  wahrscheinlich  dem  Arachidonsäure-
                 metabolismus entstammende Wirkstoffe (#) führen  zur Kontraktion des venulä-
                 ren Endothels  mit  einhergehender  Öffnung  seiner  Zellspalten  (siehe  nächste
                 Teilabbildung).
                 Es resultieren entzündliche Ödeme, thrombotische Prozesse und Gefäßspasmen, 
       siehe hierzu die folgenden Detaildarstellungen b-l.
entzündliches Ödem
  arterioläre 
Konstriktion
Thrombose
in metabolischer Kooperation entstehende 
Metabolite induzieren eine rasche 
































































































































































































































































































































































1. In systematischen histologischen Studien gelang es, das Enzym Dipeptidyl-
aminopeptidase IV in Kryoschnitten des Meerschweinchenmyokards und
proteolytisch isolierten Mikrogefäßnetzen als selektives Markerenzym der 
Venulen zu etablieren. Nach Einbringen proteolytisch aus Ventrikelmyokard
isolierter Venulen in Gewebekulturschälchen konnte der Nachweis geführt 
werden, daß diese spezielle Peptidase nur auf den venulären Endothelzellen 
vorkommt.
2. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit ist es außerdem erstmals gelungen,  diese 
identifizierbaren Endothelzellen routinemäßig und selektiv aus Venulen des 
Meerschweinchenherzens in hoher Ausbeute zu isolieren. Damit können nun 
erstmals Endothelzellen aus dem kleinsten Venen der koronaren 
Mikrozirkulation unter kontrollierten in vitro Bedingungen in ihrem Verhalten 
und in ihrer Interaktion mit verschiedenen Blutbestandteilen untersucht werden. 
3. Die mit Erfolg in speziell ausgesuchten Nährmedien gezüchteten Endothel-
zellen venulärer Herkunft konnten mit Hilfe des enzymhisto-chemischen 
Nachweises von Dipeptidylaminopeptidase IV (CD26) und der 
immunologischen Nachweise von von Willeband Protein, Ac-LDL-Rezeptor 
und von glattmukulärem α-Aktin auch noch nach wochenlanger Kultivation und 
mehrfacher Passagierung als venuläre Endothelzellen charakterisiert werden. Sie 
entwickelten auch in Gewebekultur die für Endothelzellen der kleinsten 
Körpervenen besonders typische, pflastersteinartige Gewebearchitektur mit 
prominenten perinukleären Zellregionen mit einer für Endothelgewebe
erstaunlichen Dicke. 
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4. Nach Ausarbeitung spezieller Methoden gelang es, hochreine, unstimulierte 
PMN und gewaschene Plättchen aus Meerschweinchenblut zu isolieren, für 
deren Reinigung bisher kein publiziertes Verfahren zur Verfügung stand. Die für 
die Isolierung der entsprechenden Zellen aus Humanblut routinemäßig 
anwendbaren Verfahren versagten für die Gewinnung homogener Suspensionen 
dieser Zellen aus Meerschweinchenblut. 
5. Ein im Rahmen der vorliegenden Arbeit optimiertes mikroskopisches 
Beobachtungssystem (bestehend aus einem Invertmikroskop, einem 
temperierbaren Miniinkubator mit darin eingeschlossener Petrischale, einer 
Videokamera, einer Zeitraffersteuereinheit und einem Videorekorder) 
ermöglichte die kontinuierliche Beobachtung und Dokumentation diverser 
zellulärer und humoraler Interaktionen an der Oberfläche der gezüchteten
Endothelschichten venulären Ursprungs. 
6. Im Rahmen solcher Beobachtungen stellte sich heraus, daß – anders als 
immer wieder in der Literatur beschrieben – selbst in hoher Konzentration (z. B. 
1 IU/ml) angebotenes Thrombin nicht zu einer Öffnung der venulären
Zellspalten führt. Thrombin induziert allerdings eine meßbare Undichtigkeit 
eines Endothelrasens, wenn dieser mit mehr als 2 % an perivenulären
Fremdzellen („Perizyten“) verunreinigt ist. 
Auch selektiv mit FMLP aktivierte, homogene PMN oder mit Thrombin
aktivierte, vorher gewaschene Plättchen können für sich alleine keine 
maßgebliche Öffnung der venulären Endothelbarriere bewirken (aktivierte 
Plättchen führen sogar eher zu einer erhöhten Dichtigkeit der untersuchten
konfluenten Schichten). Setzt man eine Kultur venulärer Endothelzellen jedoch 
dem Angriff gleichzeitig aktivierter PMN und Plättchen aus, so kommt es zu 
einer massiven Kontraktionsreaktion und Abkugelung der Endothelzellen mit 
konsekutiver   Öffnung   ihrer interzellulären   Spalten.   Doch   nicht   nur   die 
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gleichzeitig aktivierten Zellen selbst, sondern auch ihr zellfreier Überstand 
zeigen diesen deletären Einfluß auf die Dichtigkeit von venulären 
Endothelrasen. Die Tatsache, daß eine Vorinkubation der Plättchen mit dem 
COX I-Hemmer Acetysalcylsäure (100 µM) den deletären Einfluß von PMN 
und Plättchen in Gegenwart von FMLP und Thrombin verhindert, legt den
Schluß nahe, daß aus den aktivierten Blutzellen freigesetzte und in
metabolischer Kooperation modifizierte Eikosanoidverbindungen (Leukotriene,
Thromboxane) die Kontraktion der Endothelschichten verursachen.
7. Weiterführende Untersuchungen machten deutlich, daß neben Acetylsalicyl-
säure auch bestimmte Flavonoid-Verbindungen (Hydroxyethyl-rutoside des im
Venentherapeutikum „Venoruton®“ enthaltenen Gemenges) die durch 
gemeinsam aktivierte Plättchen und PMN hervorgerufene Öffnung der
venulären Endothelspalten konzentrationsabhängig bis zur Vollständigkeit 
verhindern (ab einer Konzentration von etwa 50 µM) können. Diese Substanzen 
leiten überdies auch eine sofort beginnende Reparatur auf die beschriebene 
Weise entzündlich geöffneter Endothelfugen ein, was Acetylsalicylsäure nicht 
bewirken kann. 100 µM angebotene Flavonoide führten innerhalb von 5 Stunden 
zur einer kompletten Reparatur der Endothelbarriere. 
8. Aus den im Rahmen der vorliegenden Arbeit beschriebenen Ergebnissen läßt
sich ableiten, daß speziell dem Endothel der Venulen auch großes klinisches 
Interesse zukommt. Seine Barrierefunktion könnte durch diverse entzündliche 
Prozesse, z. B. von der Blutseite her durch aus PMN und Plättchen freigesetzte
Mediatoren, empfindlich gestört werden und dann Anlaß zur Entstehung von 
Ödemen und Thrombosen geben. Es stellt sich die Frage, ob Kombinationen von
Acetylsalicylsäure und bestimmten Flavonoiden solche Reaktionen auch in 
entsprechenden Patientengruppen wirksam verhindern könnten.
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